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Rosa, L.A. (2024). Avaliagéo do papel do cortex orbitofrontal, insula e cortex cingulado
anterior na modulacéo da ansiedade induzida pelo modelo de transtorno de estresse pos-
traumatico em camundongos. Tese de Doutorado, Programa de Pds-Graduagdo em
Psicologia, Universidade Federal de Sdo Carlos, S&o Carlos, SP. 106pp.

Resumo

O transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT) € uma condigdo psiquiatrica que resulta
a partir da exposicdo a eventos traumaticos severos, tendo, como principais sintomas:
memorias intrusivas relacionadas ao trauma, esquiva constante, pesadelos,
hipervigilancia e desamparo emocional. Um dos principais processos cognitivos e
comportamentais relacionados ao TEPT é a dificuldade de extinguir a memoria
traumatica, podendo persistir por anos ou por toda vida. Dentre as varias regiGes neurais
relacionadas com o TEPT, destacamos a importancia do cortex pré-frontal, responsavel
tanto pela codificacdo como pela regulacdo de respostas aversivas, o cOrtex cingulado
anterior (CCA), o cortex orbitofrontal (COF) e a insula. Para avaliarmos o papel destas
regides na modulacdo dos comportamentos do tipo ansiedade, utilizamos camundongos
machos da linhagem Suico que foram submetidos ao protocolo para indu¢do do TEPT
como segue: no 1° dia do experimento, diferentes grupos de camundongos passaram por
exposicdo Unica ao choque nas patas (0,5 mA, 10s, condicionamento aversivo) ou sem
choque, no lado escuro (LE) da caixa claro-escuro (CCE), e situagdes de lembranca nos
7°, 14° e 21° dias do experimento, com reexposi¢do dos camundongos ao lado claro (LC)
da CCE. No 24° dia, todos o0s animais passaram por cirurgia estereotaxica para
implantacdo de canulas guia direcionadas as estruturas alvo, CCA, COF e insula. No 29°
dia os camundongos receberam injecOes intra-CCA, intra-COF e intra-insula de cloreto
de cobalto (CoClI2) (bloqueador sinaptico reversivel e ndo seletivo, na dose de 1 mM/0,1
pL) ou salina (Experimentos 1, 3 e 5), ou midazolam (agonista GABAa-
Benzodiazepinico, nas doses 3,0 e 30,0 nmol/0,1 puL) ou salina (Experimentos 2, 4, 6), e
em seguida, foram expostos ao labirinto de cruz elevado (LCE). No 34° dia os
camundongos passaram pelo mesmo protocolo de injecdes intra-CCA, intra-COF e intra-
insula, e foram reexpostos a CCE. Os resultados demonstraram que a aplicagdo de CoCI2
no CCA, COF e insula produziu aumento significativo das porcentagens do nimero de
entradas e do tempo gasto nos bracos abertos do LCE, além de aumentar o nimero de
entradas e tempo gasto no lado escuro da CCE. O midazolam intra-CCA néo alterou os

comportamentos no labirinto, mas aumentou a exploragdo do LE, durante a reexposi¢édo



a CCE. InjecOes de midazolam intra-COF, aumentaram a exploracéo dos bracos abertos
no LCE, mas diminuiram a exploracdo do LE da CCE. Entretanto, o midazolam intra-
insula aumentou tanto a exploracédo dos bracos abertos do LCE quanto a exploracdo do
LE da CCE no teste de reexposicdo. Em conjunto nossos resultados mostram que: i) a
inativacdo do CCA, COF e insula com cloreto de cobalto, induziu comportamento do tipo
ansiolitico no LCE e CCE, sugerindo que essas trés estruturas sao areas que participam
da modulacdo do comportamento do tipo ansiedade em camundongos. ii) a
neurotransmissdo GABAérgica do COF e da Insula participam do controle emocional
associado a resposta aversiva investigada. Entretanto, a auséncia de efeito no CCA, sugere
que outras neurotransmissdes, além da GABAérgica, estejam envolvidas na modulacéo
desses comportamentos.

Palavras-chaves: Transtorno do estresse pos-traumatico, Ansiedade, Memoria, Cortex

cingulado anterior, Cortex orbitofrontal, insula, Camundongos.
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Abstract

Post-traumatic stress disorder (PTSD) is a psychiatric condition that results from
exposure to severe traumatic events, with some of the main symptoms being: intrusive
memories related to the trauma, constant avoidance, nightmares, hypervigilance and
emotional helplessness. One of the main cognitive and behavioral processes related to
PTSD is the difficulty in extinguishing the traumatic memory, which can persist for years
or a lifetime. Among the various neural regions related to PTSD, we highlight the
importance of the prefrontal cortex, responsible for both the coding and regulation of
aversive responses, such as the anterior cingulate cortex (ACC), orbitofrontal cortex
(OFC) and the insula. To evaluate the role of these regions in modulating anxiety-type
behaviors, we used male mice from the Swiss lineage that were subjected to a protocol
for inducing PTSD based on a single exposure to foot shock (0.5 mA, 10s) in the dark
side of the Dark-Light Box (DLB) followed by memory situations weekly in the light side
of the DLB. To evaluate the modulation of aversive behavior, we performed injections of
cobalt chloride (CoCl2), midazolam (GABAA-Benzodiazepine agonist, at doses 3.0 and
30.0 nmol) or saline intra-CCA, intra-COF and insula in animals that, then, they were
exposed to the elevated plus maze (EPM), and subsequently re-exposed to DLB. Our data
demonstrated that application of CoCI2 to both the CCA, OFC and insula significantly
increased the number of entries and time spent in the open arms of the DLB, in addition
to increasing the number of entries and time spent on the dark side of the DLB. In contrast,
the application of intra-CCA midazolam did not show significant results in the DLB, only
during re-exposure to the DLB, increasing the exploration of the dark side. As for the
COF, although the application of MDZ increased the exploration of the open arms in the
EPM, it decreased the exploration of the dark side of the CCE. In turn, application of
MDZ to the insula increased both the exploration of the open arms of the DLB and the
exploration of the dark side of the DLB in the reexposure test. The results demonstrated
that the application of CoClI2 to the CCA, OFC and insula produced a significant increase
in the percentages of the number of entries and time spent in the open arms of the CSF,

in addition to increasing the number of entries and time spent on the dark side of the CSF.



Intra-CCA midazolam did not change behaviors in the maze but increased LE exploration
during re-exposure to CCE. Intra-COF midazolam injections increased the exploration of
the open arms in the LCE but decreased the exploration of the LE of the CCE. However,
intrainsula midazolam increased both the exploration of the open arms of the CSF and the
exploration of the LE of the CCE in the reexposure test. Taken together, our results show
that: i) inactivation of the CCA, COF and insula with cobalt chloride induced anxiolytic-
like behavior in the CSF and CCE, suggesting that these three structures are areas that
participate in the modulation of anxiety-like behavior in mice. ii) GABAergic
neurotransmission from the OFC and the Insula participates in the emotional control
associated with the aversive response investigated. However, the lack of effect on CCA
suggests that other neurotransmissions, in addition to GABAergic, are involved in
modulating these behaviors.

Keywords: Post-traumatic stress disorder, Anxiety, Memory, Cortex Anterior cingulate,

Orbitofrontal cortex, Insula, Mice.



1. INTRODUCAO
1.1.Classificacdo do Transtorno de Estresse Pos-traumatico

O Transtorno de Estresse Pos-Traumatico (TEPT) é uma condicdo psiquidtrica
que se resulta a partir da exposi¢do a eventos traumaticos, como violéncia interpessoal
(como estupro, tentativa de assassino e agressao fisica severa), acidentes que pdem a vida
em risco (como acidentes de transito), ou, inclusive, acidentes naturais (como furacoes,
tsunamis e terremotos) (Yehuda, 2002; American Psychiatric Association, 2013; Yehuda
et al., 2015). Segundo o Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais V
(DSM V) (American Psychiatric Association, 2013), pessoas com TEPT costumam
experienciar memorias intrusivas e angustiantes relacionadas ao trauma, pesadelos,
hipervigilancia, irritabilidade, dificuldades para dormir e desamparo emocional. De fato,
aocorréncia de memorias intrusivas, por serem estados dissociativos, é o principal motivo
pelo qual o TEPT deixou de ser classificado como um transtorno de ansiedade e passou
a ter uma classificacdo propria no grupo de Transtornos Relacionados ao Trauma e
Estresse (American Psychiatric Association, 2013; Yehuda, 2015).

Devido tanto a experiéncia traumatica quanto ao estresse causado pelos proprios
sintomas consequentes, pacientes com TEPT tendem a desenvolver outras comorbidades
psiquiatricas que intensificam ainda mais o quadro clinico, como abuso de substancias,
transtornos de humor e ansiedade, e comportamento impulsivo e perigoso, o que pode
decorrer em automutilagdo em alguns casos (Kessler & Wang, 2008).

A Tabela 1 sumariza os principais critérios diagnésticos do TEPT de acordo com
o0 DSM V. De qualquer forma, cabe ressaltar que, além das atualiza¢6es clinicas quanto
a classificagdo do TEPT, a visdo cientifica e empirica sobre esse transtorno também tem
sofrido modificagOes no decorrer dos anos. Os primeiros estudos sobre esse tema focaram
quase que exclusivamente nos mecanismos da memoria aversiva de longo prazo devido
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a relacdo entre TEPT e trauma (Yehuda & LeDoux, 2007). Isso foi inclusive fortalecido

pelo fato de que os circuitos subcorticais de processamento aversivo, como a ativacao

amigdalar e regulacdo enddcrina hipotalamica, permanecem majoritariamente intactos

entre as vérias espécies (Yehuda et al., 2015).

Tabela 1. Principais critérios diagnosticos do TEPT de acordo com 0 DSM V (APA, 2013;

Yehuda et al., 2015).

Descricdo dos critérios

Exemplos especificos

Requerimentos clinicos

Exposicao ao estressor

- Exposicéo direta

- Testemunhar trauma

- Aprender sobre trauma
- Exposic¢oes frequentes a
situacOes aversivas

A exposigéo ao trauma
deve ocorrer de forma
direta ou indireta

Sintomas intrusivos

- Memodrias aversivas
recorrentes

- Pesadelos relacionados
ao trauma

- Reag0es intrusivas
(flashbacks)

- Estresse psicoldgico
frente a situacdes ou
estimulos lembram o
trauma

- Reacdes fisiologicas
marcantes frente a
estimulos que lembram o
trauma

A0 menos um desses
exemplos € necessario

Evasdo persistente

- Pensamentos e emocdes
relacionados ao trauma

- Estimulos externos
relacionados ao trauma,
como pessoas, lugares ou
atividades

Ao menos um desses
exemplos é necessario

AlteracGes negativas na
cognigéo e humor

- Amnésia dissociativa

- Crencas e expectativas
persistentemente negativas
- Culpar a si mesmo ou
outro persistentemente

Ao menos dois desses
exemplos sdo necessarios




pelo trauma de forma
distorcida

- Emogdes negativas
persistentes: medo, culpa,
vergonha, raiva

- Diminuicéo do interesse
por atividade em geral

- Desapego ou afastamento
de outras pessoas

- Inabilidade de
experienciar emocoes
positivas

Alteracdes na - Comportamento irritdvel Ao menos dois desses
excitabilidade e e agressivo exemplos sdo necessarios
reatividade - Comportamento

autodestrutivo e

imprudente

- Hipervigilancia

- Sobressaltos exagerados

- Problemas de

concentracao

- Disturbios do sono

1.2.Epidemiologia
1.2.1. Militares

Como se sabe, estudos sobre a até entdo chamada “neurose traumatica” datam
desde Charcot (1825-1893). Breuer e Freud (1893/1977), por exemplo, teorizaram que a
neurose traumatica estava associada com dissociacdes causadas pelo trauma,
estabelecendo uma relacdo entre memdrias esquecidas (reprimidas) e etiologia da
neurose. De qualquer forma, esse tipo de distdrbio psicologico so ficou mais popular com
0 estudo de militares da Primeira Guerra Mundial, onde comecou a ser analisado sintomas
psicoticos devido a exposicdo ao choque, 0 que foi denominado “shell shock” (trauma
poOs-guerra) a partir dos trabalhos de Myers (1915). Mas foi com veteranos americanos da

Guerra do Vietna que os estudos sobre trauma realmente dominaram os sagudes da
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psiquiatria da época, de modo que, em 1980 o termo “transtorno do estresse pOs-
traumatico” apareceu pela primeira no Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos
Mentais I11, e, desde ent&o, veteranos de guerra tem sido a principal fonte de participantes
nos estudos sobre TEPT (Crocq & Crocq, 2000).

As primeiras avaliacdes epidemioldgicas nos veteranos apos a Guerra do Vietna
observaram que a prevaléncia vitalicia nesse grupo chegava a 28%, e, em 2015, novas
avaliacBes mostraram que 11% dos veteranos do Vietnd continuam com TEPT (Marmar
et a., 2015). Ja avaliacBes meta-analiticas sobre dados com veteranos de varios paises que
foram expostos as guerras do Iraque e Afeganistdo, mostraram que a prevaléncia de TEPT
nessa populacdo chegava a 6% nos grupos de apoio (ndo-expostos diretamente ao
combate) e 13% nos grupos expostos ao combate (Kok, Herrell, Thomas & Hoge, 2012).
De qualquer forma, avaliacdes integrativas tém sugerido que, independentemente no nivel
de exposicdo ao combate, a prevaléncia de TEPT atinge o pico de 25 — 30%,
demonstrando que ha um possivel limiar entre sujeicdo e resiliéncia (Dohrenwend et al.,

2006).

1.2.2.Populacéo geral (civis)

Avaliacdes recentes sobre a prevaléncia de TEPT tém contabilizado tanto quantas
pessoas foram expostas a traumas quanto quantas dessas pessoas vieram realmente a
desenvolver TEPT. Surpreendentemente, tem sido constatado que uma parcela
consideravel da populagéo foi exposta a experiéncias traumaticas, mas sem desenvolver
TEPT. Por exemplo, Kessler, Sonnega, Bromet, Hughes e Nelson (1995) observaram que
70% das mulheres americanas entrevistadas tinham sido expostas a experiéncias

traumaticas, mesmo a prevaléncia vitalicia de TEPT sendo 7,8%.



Mais recentemente, Karam et al. (2014) mostraram que a prevaléncia vitalicia de
TEPT em diferentes paises flutua entre 0,2 - 3,8%, demonstrando que condi¢des sociais
e ocupacionais influenciam esses dados. Além disso, assim como no caso de militares,
em pessoas expostas a fortes experiéncias traumaticas, como estupro, a prevaléncia de

TEPT chega a 25 — 50%.

1.3.Memoria e Transtorno de Estresse Pos-Traumatico

Como descrito acima, pessoas com TEPT continuam experienciando sintomas
patoldgicos com base em memdaria extremamente aversivas (traumaticas) que ocorreram
décadas atrés. Dessa forma, 0s principais processos mnemonicos relacionados ao TEPT
sdo: memorias aversivas de longo-prazo, memorias intrusivas e dificuldade de extincao.

Memorias aversivas de longo-prazo se baseiam no mesmo mecanismo de
armazenamento descrito acima, sendo mantidas atraves de um processo de plasticidade
chamado de potenciacdo de longo-prazo (LTP), caracterizada por um aumento persistente
da forca sinaptica (estimulacdo de alta frequéncia em uma sinapse quimica) (Bear,
Connors & Paradiso, 2007). O que muda é caracteristica afetiva da informacao, ou seja,
onde e com que nivel de atividade ela esta sendo representada. Por exemplo, a amigdala
tem sido correlacionada com reagdes afetivas de valéncia negativa e excitabilidade alta,
como emocOes do espectro de medo, ansiedade (Shin & Liberzon, 2010; Dunsmoor &
Paz, 2015) e dor (Neugebauer, 2015), de modo que memdrias de longo-prazo associadas
a essas emogdes tém também sido correlacionadas com a ativacdo dessa estrutura (Shin
& Liberzon, 2010; Dunsmoor & Paz, 2015; McCarberg & Peppin, 2019). Ou seja, nestes
casos, tais memorias aversivas estdo relacionadas com processos de LTP na amigdala

(Sah & Liithi, 2008).



Esse processo de consolidacdo da memdria, no caso, memoria aversiva de longo-
prazo nos pacientes com TEPT é particularmente caracterizado por desregulacdes em
determinadas areas envolvidas nos processos de representacdo mnemaonica e emocional,
como no hipocampo, o que dificulta a consolidagéo de novas relagbes mnemaonicas,
impedindo a extincdo (Milad et al., 2009), e desregulacdes nas areas pré-frontais,
dificultando regulacdo emocional, o que possibilita a ocorréncia de memdarias intrusivas
(flashbacks) (Clark, Holmes, Woolrich & Mackay, 2016).

Como veremos abaixo, pessoas com TEPT continuam respondendo de forma
similar diante de estimulos aversivos mesmo ap6s passarem por extincdo (Milad et al.,
2009). Isso decorre de um outro processo que esta relacionado com patologias do espectro
de estresse, medo e/ou ansiedade, como o TEPT: viés atencional a estimulos aversivos do
ambiente (lacoviello et al., 2014; Swick & Ashley, 2017). Esse viés atencional, por sua
vez, aumenta a forca sinaptica dos neurdnios envolvidos na representacdo de estimulos
aversivos em detrimento de ndo-aversivos, contribuindo para a formacdo de memorias de
longo-prazo relacionadas a tais estimulos (Blaut, Paulewicz, Szastok, Prochwicz &
Koster, 2013). Além disso, esse enfoque cognitivo a estimulos aversivos propicia que
suas caracteristicas negativas sejam generalizadas para outros estimulos em pessoas com
tendéncia a sentirem ansiedade (Baker et al., 2019), o que é chamado de
sobregeneralizacdo do medo, sendo uma das caracteristicas principais do TEPT

(Kaczkurkin et al., 2017).

1.4. Correlatos neurais e cognitivos do TEPT

Como podemos observar na importante revisdo de Bremner (1999), um dos
primeiros correlatos neurais a serem observados em pacientes com TEPT foi o déficit nos
processamentos hipocampais, estando pareado com danos na memoria verbal e testes
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neuropsicoldgicos. De fato, Gilbertson et al. (2002), através de um estudo realizado com
gémeos univitelinos, observaram que pares de gémeos com TEPT, tanto os membros
expostos quanto 0s nao-expostos a trauma, tinham reducdo significativa no volume
hipocampal em comparacdo a pares sem TEPT. Posteriormente, Milad et al. (2009)
atestaram que hipoatividade hipocampal estd provavelmente associada com perdas na
aprendizagem da extincdo. Nesse experimento, 0s pesquisadores observaram que
pacientes com TEPT mantiveram o mesmo nivel de resposta galvanica frente a estimulos
que passaram por extincdo no dia anterior, o que foi pareado com hipoatividade no
hipocampo e no cortex cingulado anterior rostral em contrapartida de hiperativacao da
amigdala e insula. Demonstrando, dessa forma, que déficits hipocampais em pacientes
com TEPT ndo esta apenas associado com processos mnemaonicos gerais, mas sim com o
aprendizado da extingdo, dificultando que o individuo consiga estabelecer outros
pareamentos em relacdo a estimulos aversivos. Déficits hipocampais similares foram
inclusive propostos em roedores a partir de um modelo de TEPT por exposicdo ao
predador, onde ratos mais suscetiveis aos efeitos de longo-prazo da exposicdo aversiva
demonstraram déficits em tarefas de reconhecimento de objeto (Goswami, Samuel,
Rodriguez Sierra, Cascardi & Paré, 2012).

De fato, inimeros trabalhos comecaram a fortalecer a participacdo de outras
importantes areas neurais no TEPT para além do hipocampo, como a amigdala, o cortex
pré-frontal medial, o giro do cingulo e a insula, tanto através de pesquisas com humanos
guanto com animais ndo-humanos (Shin, Rauch & Pitman, 2006; Shin & Liberzon, 2010;
Pitman et al., 2012). Os autores citados acima tém proposto, por exemplo, que o TEPT
estd relacionado com o aumento da atividade amigdalar e insular devido a déficits no
padrdo regulatério do cortex pré-frontal, tanto em humanos (Shin, Rauch & Pitman, 2006;
Milad et al., 2009; Yehuda et al., 2015) quanto em roedores (VanElzakker, Dahlgren,
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Davis, Dubois & Shin, 2014; Giustino & Maren, 2015). De qualquer forma, o mais
importante sobre os padrdes de ativacao dessas areas é entender como isso influencia os
estados cognitivos e emocionais em pacientes com TEPT.

No geral, pessoas com TEPT flutuam entre dois estados cognitivo-emocionais:
hiper-excitabilidade aversiva (por exemplo, atencdo demasiada a potenciais estimulos
aversivos do ambiente) e hipoexcitabilidade emocional (por exemplo, dificuldade de
experienciar emocionais positivas), sendo que cada estado possui padrdes de ativacdo
opostos (Lanius et al., 2010). O padréo de hiperexcitabilidade geralmente ocorre quando
0 paciente reexperiencia o trauma através de estimulos ambientais que podem induzir
relembranca ou flashbacks. Este estado € caracterizado por uma submodulac¢do emocional
decorrente de déficits nos padrBes regulatérios do cortex pré-frontal. Durante esses
eventos, ocorre hiperativacdes da amigdala, insula e cortex cingulado em decorréncia de
hipoativacdes do cortex pré-frontal medial e cortex cingulado rostral (Milad et al., 2009;
Pitman et al., 2012; Yehuda et al., 2015), ou seja, é algo que ocorre devido a perda no
controle cognitivo, que é majoritariamente executado pelo cértex pré-frontal (Bishop,
2007). Ja o padrdo de hipoexcitabilidade ocorre quando essas pessoas experienciam
despersonalizacdo, desrealizacdo e entorpecimento emocional (Lanius et al., 2010).
Durante esse estado ocorre processos de sobrerregulacdo emocional, caracterizado, ao
contréario da hiperexcitabilidade, por uma sobreativacdo do cortex pré-frontal e cortex
cingulado rostral (Yehuda et al., 2015). No geral, é possivel que essa flutuagdo entre
diferentes estados cognitivo-emocionais decorre do fato de que pacientes com TEPT
reagem ao estresse causado pela hiperexcitabilidade com constante esquiva e desapego.

Cabe aqui ressaltar que ha registros de outras areas neurais que podem estar direta
ou indiretamente relacionadas com o TEPT, como o cOrtex orbitofrontal, ja que, além do
fato dessa area estar envolvida em processos de extingdo do medo e obsessdes (Milad &
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Rauch, 2007), estudos apontaram que pessoas com TEPT, tanto decorrentes de trauma
por cancer (Hakamata et al., 2007) quanto por abuso infantil (Thomaes et al., 2010),
possuiam volume reduzido do cortex orbitofrontal (COF). De qualquer forma, estudo
sobre a participacdo do COF no TEPT continuam escassos.

Aqui também cabe destacar que outra regido que tem sido bastante discutida
quanto ao seu real papel no processamento de informacdo relacionadas a construgéo
emocional: a insula. Atualmente, tem sido proposto que a insula esta relacionada com
predicdes interoceptivas ao invés de estar diretamente associada com processamento
emocional em si (Craig, 2009; Barrett & Simmons, 2015; Quigley et al., 2021; Fermin et
al., 2022, 2023). Tanto que foi demonstrado que, mesmo diante de lesdo bilateral da
insula, ainda persiste o processamento emocional e sensa¢ao de “cu” (self) em humanos
(Damasio, Damasio & Tranel, 2013). Também ¢é relevante ressaltar que o processo
interoceptivo tem sido associado com interrupcao de aprendizagem aversiva (dificuldade
na retencdo de extin¢do) em pacientes com TEPT (Joshi, Aupperle & Khalsa, 2023).
Inclusive, a insula tem sido associada com a reexperiéncia de eventos aversivos em
humanos (Leroy et al., 2022) e comportamento do tipo ansiedade em camundongos
expostos a um modelo de TEPT baseado em estresse por contencao (Park, Cho & Huh,
2022).

Dessa forma, no presente estudo, buscamos analisar o papel do cortex cingulado
anterior, cortex orbitofrontal e insula de camundongos na modulagdo de comportamentos
ligados a ansiedade e memdria aversiva de longo prazo com o objetivo de ajudarmos a
responder questionamentos sobre o papel de &reas corticais na modulacéo de processos
emocionais (Barrett, 2017; LeDoux & Brown, 2017), e analisar se em roedores
(camundongos) as mesmas areas estdo envolvidas na modulacdo dos comportamentos
associados a ansiedade e memoria aversiva, assim como evidenciado em humanos.

13



Considerando as neurotransmissdes envolvidas no TEPT, Geuze et al. (2008)
observaram que pacientes com TEPT apresentam menor afinidade do neurotransmissor
GABA (acido gama-aminobutirico) se ligar ao seu proprio receptore GABAA em
estruturas como, o cortex, hipocampo e hipotadlamo, quando comparados aos pacientes
sem TEPT. Desta forma estes resultados sugerem que nos pacientes com TEPT a
neurotransmissdo GABAérgica estd prejudicada. Indo na mesma direcdo, estudo de
neuroimagem (tomografia computadorizada por emissao de positrons) mostrou reducao
do transportador de serotonina (5-HTT) na amigdala de pacientes com TEPT, sugerindo
que a desregulacdo do 5-HTT da amigdala possa aumentar a vulnerabilidade para
desenvolvimento do TEPT ou ser consequéncia da exposicdo ao trauma (Murrough et al.,
2011). Em contrapartida, Neumeister et al. (2013) mostraram que pacientes com TEPT
possuiam um numero significativamente maior de receptores CB1 em inUmeras areas
encefalicas, principalmente no globo palido, cértex orbitofrontal, cortex cingulado

anterior, amigdala e hipocampo.

1.5. Modelos Animais

Assim como qualquer processo psicoldgico e/ou psiquiatrico, modelos animais de
TEPT tém sido amplamente utilizados para tentar desvendar partes de sua etiologia e
mecanismos neurobiolégicos (Richter-Levin, Stork & Schmidt, 2018). Para tanto, tem-se
usado inmeros modelos de estresse que tentam capturar diferentes processos que podem
estar envolvidos no TEPT, utilizando, para isso, estressores fisicos e/ou
sociais/psicolégicos (Flandreau & Toth, 2018). Para ilustrar, iremos abordar alguns dos

principais modelos aqui.
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1.5.1. Estressores Psicoldgicos

Os principais teste de estresse psicologicos nos modelos animais de TEPT s&o o
teste de derrota social e teste exposic¢ao ao predador. O teste de derrota social consiste em
colocar um roedor (intruso) na caixa de um coespecifico agressivo (residente) (Golden,
Covington, Berton & Russo, 2011). Intrusos que passaram por 5-10 min de derrota social
(fisica) seguido reexposicdo sensorial (ndo-fisica) ao residente demonstraram diminuicao
da interacdo e exploracao social, anedonia, perda de peso e aumento dos comportamentos
do tipo ansiedade, inclusive a longo prazo (Pulliam, Dawaghreh, Alema-Mensah &
Plotsky, 2010; Golden, Covington, Berton & Russo, 2011).

Por sua vez, no teste exposi¢do ao predador, os roedores sdo expostos aos seus
predadores naturais ou seus respectivos odores, porém, diferentemente do teste de derrota
social, na exposicdo ao predador, sem contato ou violéncia fisica direta, apenas
apresentacdo sensorial (Flandreau & Toth, 2018). Uma Unica exposicao ao predador pode
eliciar aumento na esquiva de novos predadores (generalizacdo aversiva) (Toth et al.,
2016), deficiéncias cognitivas e comportamento do tipo humor negativo no labirinto
aquatico de Morris (Diamond et al., 2006) e aumenta a hiperexcitacdo e a hipervigilancia

no teste de sobressalto (Adamec, Fougere & Risbrough, 2010).

1.5.2. Estressores Fisicos

Os principais modelos de estresse fisicos utilizados para o TEPT sdo o estresse de
contencdo, fixacdo subaquatica (underwater holding) e choque elétrico (Flandreau &
Toth, 2018). O teste de estresse de conteng¢do, como 0 proprio nome sugere, se caracteriza
por imobilizar o animal por um determinado periodo. Foi observado que esse estresse
aumenta os comportamentos do tipo ansiedade no labirinto em cruz elevado (LCE)
(Andero et al., 2013; Carneiro-de-Oliveira et al., 2017), comportamentos compulsivos no
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teste de enterrar bolinhas (Kedia & Chattarji, 2014), e déficits na performance no teste de
labirinto aquéatico (Andero et al., 2013). Além disso, estresse de contengdo associado com
situagcbes de lembranga semanais resultaram em significativa hipoativagdo do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal durante 1 hora apds a reexposi¢do, sugerindo, segundo 0s
autores, que um estressor grave anterior evocou uma resposta serotonérgica mal-
adaptativa a um estressor subsequente que também se correlacionou com uma resposta
do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA) significativamente atenuada (Harvey,
Brand, Jeeva & Stein, 2006).

Ja o estresse de fixacdo subaquética tenta simular uma espécie de trauma
subaquatico, onde o animal é inicialmente submetido ao nado forcado e, em seguida, a
submersédo forcada (Richter-Levin, 1998). Roedores expostos a este teste, demonstram
aumento dos comportamentos no tipo ansiedade no LCE até 30 dias ap0s a submersédo
(Richter-Levin, 1998; Cohen et al., 2004; Moore, Gauchan & Genovese, 2012), além de
atividade limbica alterada no mesmo periodo (Ritov, Boltyansky & Richter-Levin, 2016).

Dentre os testes fisicos, o teste mais utilizado no TEPT é o condicionamento
aversivo por choque incontrolavel e inescapavel nas patas (Flandreau & Toth, 2018;
Bourin & Hascoét, 2003). Com o objetivo de simular melhor os aspectos mnemdonicos do
TEPT, as consequéncias comportamentais destes condicionamentos aversivos tendem a
ser testadas a longo prazo, entre 3 e 5 semanas ap6s o condicionamento, geralmente
contendo situacgdes de lembranca semanais (Pynoos et al., 1996; Blanco, Souza & Canto-
de-Souza, 2017). Roedores expostos a este teste demonstraram tanto comportamentos do
tipo ansiedade semanas apds condicionamento no LCE e campo aberto quanto esquiva de
longo prazo na caixa claro-escuro (Pynoos et al., 1996; Blanco, Souza & Canto-de-Souza,

2017; Careaga, Girardi & Suchecki, 2019).
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De modo geral, diferentes modelos e experimentos tém sugerido que uma unica
exposicdo é o suficiente para que roedores demostrem comportamentos aversivos de
longo prazo.

Diante das evidéncias da literatura descritas acima, nos hipotetizamos que: a) a
inibicio do CCA, COF e Insula produz comportamentos do tipo ansiolitico no modelo de
TEPT para camundongos; b) a aplicacdo de midazolam no CCA, COF e insula produz

comportamentos do tipo ansiolitico no modelo de TEPT para camundongos.

1.6. Objetivo Geral
Investigar o papel de areas pré-frontais na modulacdo do aumento da ansiedade

induzida pelo modelo de TEPT em camundongos.

1.6.1. Objetivos Especificos

Para isso, foram realizados 0s seguintes experimentos:

1) Experimento 1. Avaliar se a inibicdo reversivel do cortex cingulado anterior (CCA)
com cloreto de cobalto (CoCI2) modula a ansiedade induzida pelo modelo de TEPT em
camundongos.

2) Experimento 2. Avaliar se a aplicacdo de midazolam no CCA modula a ansiedade
induzida pelo modelo de TEPT em camundongos.

3) Experimento 3. Avaliar se a inibicdo reversivel do cortex orbitofrontal (COF) com
cloreto de cobalto (CoCl2) modula a ansiedade induzida pelo modelo de TEPT em
camundongos.

4) Experimento 4. Avaliar se a aplicacdo de midazolam no COF modula a ansiedade

induzida pelo modelo de TEPT em camundongos.
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5) Experimento 5. Avaliar se a inibicdo reversivel da insula com cloreto de cobalto
(CoCl2) modula a ansiedade induzida pelo modelo de TEPT em camundongos.
6) Experimento 6. Avaliar se a aplicacdo de midazolam na insula modula a ansiedade

induzida pelo modelo de TEPT em camundongos.
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2. MATERIAL E METODO
2.1. Sujeitos

Foram utilizados 247 camundongos machos da cepa Sui¢o-albino entre 3 e 4
semanas de vida (no dia do condicionamento) provenientes do biotério central da
Universidade Federal de Sdo Carlos-UFSCar. Os animais, durante o periodo de testes,
ficaram alojados no biotério setorial do Laboratorio de Psicologia da Aprendizagem
(LPA), agrupados em gaiolas coletivas (41 x 34 x 16 cm, 10 por gaiola), mantidos em
condicdes controladas de temperatura (24 £ 1 °C), luz (ciclo claro/escuro de 12/12 horas,
luzes acessas as 7:00 horas) e livre acesso a comida e agua, exceto durante as sessdes de
teste. O projeto foi devidamente avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais-UFSCar, registrado sob o codigo 3047280318.

2.2. Drogas
Foi utilizado cloreto de cobalto (CoClz; Sigma, St. Louis, Missouri, USA), na
dose de 1 mM/0,1 pL (Crestani et al., 2010), dissolvido em salina estéril (0,9% NaCl).
Midazolam (MDZ): (8-Cloro-6-(fluorofenil)-1-metil-4H-imidazo[1,5-a][1,4]
maleato de benzodiazepina), PM: 441,8, dissolvido em salina (0,9% NaCl), nas doses de
3,0 e 30 nmol/0,1ul; Roche, Brasil (Nunes-de-Souza, et al, 2000; dos Reis & Canto-de-

Souza, 2008; Barbalho et al, 2009; Baptista et al, 2009).

2.3. Cirurgia Estereotaxica

Ap0s anestesia com solucédo de cloridrato de cetamina e xilazina [100 mg/kg e 10
mg/kg, intraperitoneal (i.p.)], 0s animais passaram por cirurgia estereotaxica
(estereotéaxico Insight Instruments, Brasil) para a implantacdo bilateral intracraniana de
canulas-guia (25-gauge x 7 mm; Insight Equipamentos, Brasil). As canulas foram fixadas
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com cimento acrilico no cranio do animal. As coordenadas estereotdxicas para
implantacdo bilateral de canulas-guia sobre o cortex cingulado anterior, baseadas no Atlas
de Paxinos e Franklin (2001), foram Anteroposterior (AP) = +1,0 mm, Lateral (L) = 0,5
mm e Dorsoventral (DV) =—1,2 mm, para o cortex orbitofrontal (COF) foram AP = +2,6
mm, L =+1,3 mm e DV =-1,0 mm, e da insula foram AP = +1.4 mm, L = #2.75 mm e
DV = -2.5 mm (DV), de modo que, em todos os casos, as canulas ficassem 0,5 mm
acima da estrutura-alvo. Para a fixacdo das canulas, foi utilizada uma prétese de resina
acrilica autopolimerizavel e um parafuso de aco inoxidavel preso ao cranio. O mandril
(33-gauge; Fishtex®, Brasil), removido durante o procedimento de microinjecéo, foi
inserido dentro de cada canula-guia para evitar problemas com obstrucéo e para reduzir
possivel contaminacdo. Ao final da cirurgia, os animais receberam injecdo do anti-
inflamatdrio e analgésico cetoprofeno (5 mg/kg, i.p.) (Lu et al., 2004), e antibiotico
ceftriaxona (4 mg/kg, i.p.) (Stepanovic-Petrovic et al., 2014). Os animais permaneceram
em recuperacdo por 4 a 5 dias ap0s a cirurgia, e posteriormente foram submetidos ao teste

comportamental.

2.4. Microinjecédo de cloreto de cobalto

Para investigar o papel do CCA, COF e insula, foram realizadas inativacdes ndo-
seletivas e reversiveis bilaterais com CoClz (1 mM/0,1 pL) na estrutura-alvo. Apos a
aplicacdo, o CoCI2 permanece na fenda sinédptica por cerca de 15 minutos até ser
totalmente metabolizado (por isso, reversivel). Durante esse periodo, os cations de
Cobalto (Co?*), de forma ndo seletiva, se acoplam nos canais de célcio, impedindo a
entrada dos cations de Calcio (Ca?*), inibindo, assim, a liberacdo de neurotransmissores
pelos neur6nios atingidos (KRETZ, 1984; RESSTE et al, 2006; RESSTEL et al, 2008;
CRESTANI et al., 2010; ).
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No 29° e 34° dia, 30 minutos antes do inicio dos experimentos os animais foram
transportados do biotério setorial do LPA para a sala de testes. Assim, 5 minutos antes
dos testes comportamentais, cada animal foi manual e gentilmente contido pelo
experimentador, e a agulha de injecdo (33-gauge) foi inserida dentro da canula-guia para
a injecdo de 0,1 pL de solugcdo 1mM de CoCl; ou salina intra-CCA, intra-COF e intra-
insula. O comprimento da agulha de injecdo ultrapassou 1,3 mm a ponta da canula-guia.

A agulha de microinjecéo foi conectada, por meio de tubo de polietileno (PE-10),
a microsseringa Hamilton (10pL). Uma bomba de infusdo (Insight BI2000) foi
programada para injetar 0,1 pL de solucdo durante um periodo de 60 segundos, e apds a
injecdo a agulha permaneceu por mais 90 segundos dentro da canula, para evitar refluxo
da solucdo injetada. O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno
antes, durante e depois das injecdes confirmou o fluxo da solucdo (Nunes-de-Souza et al.,

2000; Reis & Canto-de-Souza, 2008).

2.5. Microinjecédo de midazolam

Para investigar o efeito deste agonista dos receptores GABAAa-benzodiazepinico
no CCA, COF e insula, foram realizadas inje¢des de salina ou midazolam (3,0 e 30,0
nmol/0,1uL). Esse farmaco se liga nos alelos y (benzodiazepinicos) dos receptores
GABAA, abrindo, assim, os canais de cloro, hiperpolarizando o neurdnio e inibindo a
geracdo do potencial de acdo (Volk et al., 2016; Rang et al., 2012; Davies et al., 2011;
Haefely et al., 1990).

O procedimento de injecdo foi semelhante ao descrito para a injecdo de cloreto de

cobalto, descrito acima.
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2.6. Equipamentos
2.6.1. Caixa claro escuro (CCE)

A CCE, modificada de Bourin & Hascoét (2003), foi feita de acrilico escuro,
medindo 60 x 47 x 29 cm (Insight®, Brasil), formada por um compartimento claro (28 x
47 x 29 cm) e um compartimento escuro (20 x 47 x 29 cm), interligados por uma porta
do tipo guilhotina (7 x 7 cm). O assoalho dos compartimentos claro e escuro, era formado
por 35 barras de metal, ligadas a um emissor de choque (Insight®, Brasil). No teto do
lado claro esta fixada uma lampada de LED de 275 lux, que podia ser acesa manualmente
(Blanco et al., 2017).

Os testes foram conduzidos durante a fase clara do ciclo de luz (08h30 - 16h00)
(Fig. A).

Figura A. Foto da caixa claro-escuro (CCE) utilizada para os experimentados realizados. Ela esti
localizada no Laboratério de Psicologia da Aprendizagem (LPA) da UFSCar. Foto do proprio autor.

2.6.2. Labirinto em cruz elevado
Consiste em dois bracos abertos (30 x 5 x 0,25 cm) unidos ortogonalmente a dois
bracos fechados transparentes (30 x 5 x 15 cm), elevados a 38,5 cm do solo por um suporte

de madeira (Lister, 1987). A iluminacéo utilizada foi de 77 lux no assoalho da plataforma
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central. Os testes foram conduzidos durante a fase clara do ciclo de luz (08h30 - 16h00)

(Fig. B).

Figura B. Foto do labirinto em cruz elevado (LCE) utilizado para os experimentados realizados. Ele esta
localizado no Laboratério de Psicologia da Aprendizagem (LPA) da UFSCar. Foto do proprio autor.

2.7. Histologia

Apbs o término dos experimentos todos os camundongos foram anestesiados com
solucéo de cetamina e xilazina (100/10 mg/Kg, i.p.) e receberam a inje¢do de 0,1uL de
uma solucdo de azul de Evans a 1,5% na estrutura-alvo, de acordo com o procedimento
descrito anteriormente para administracdo central de drogas. Ap6s a injecdo, 0S
camundongos foram sacrificados com o auxilio da cdmara de CO>, decapitados e seus
encéfalos foram removidos e acomodados em recipientes contendo solucéo de formalina
(10%). Posteriormente, os encéfalos foram seccionados (50um) em criostato a -20°C
(Leica CM1850) para analise histoldgica dos sitios de injecdo. As sec¢des foram avaliadas
com o auxilio de um microscépio (Olympus BX41TF) e a visualizacdo da dispersdo do

azul de Evans indicou o local da injecdo central de drogas, segundo o atlas de Paxinos e
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Franklin (2004). Os camundongos cujas injecGes ndo atingiram a estrutura alvo citada

acima foram excluidos do estudo.

2.8. Procedimentos

Para estabelecer o0 modelo de TEPT os camundongos passaram pelo seguinte

protocolo experimental (Fig. C):

Treinamento na caixa claro-escuro (CCE) - No primeiro dia de teste os animais
do grupo com choque (CCHO) foram confinados no lado escuro (LE) da caixa e
apos 2 minutos, a guilhotina foi aberta permitindo a exploracao no lado claro (LC)
da caixa. Assim gue o animal entrou no LC, uma lampada de 25W foi acessa,
onde foi aguardado o retorno do animal ao LE da caixa. A guilhotina foi
novamente fechada e os animais foram expostos ao choque nas patas por 10
segundos (0,5 mA). Apds um minuto, os animais foram retirados da CCE,
retornando para respectiva gaiola.

Situagdes de Lembrancga (SL) — No 7°, 14° e 21° dia os grupos foram reexpostos
ao LC (Louvard et al., 2005) da caixa CCE por 2 minutos, sem choque, e em
seguida retornaram para respectiva gaiola.

Avaliagdo no Labirinto em cruz elevado (LCE) — No 29° dia, os grupos foram
submetidos ao LCE. A exposicdo ao LCE consistiu em colocar os camundongos
individualmente sobre a plataforma central com a cabega voltada para um dos
bracos abertos, onde foi permitido explorar o labirinto por um periodo de cinco
minutos para o registro dos indices de ansiedade [porcentagem do numero de
entradas (Y%EBA) e tempo gasto nos bragos abertos (%TBA), e 0 numero de
entradas nos bracos fechados (EBF), como avaliagdo da atividade locomotora].

Também foram avaliados os comportamentos de stretch-attend posture (SAP)
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(caracterizado pelo comportamento de esticar para avaliar informacgdo ambiental
enquanto a parte traseira do animal permanece imoével), Mergulhos (que ocorrem
quando o animal inclina sua cabeca abaixo da borda do braco aberto para observar
0 piso abaixo do labirinto), Levantamentos (que ocorre quando o animal se apoia
nas patas traseiras e coloca as patas dianteiras apoiadas sobre uma das paredes do
labirinto) e Imobilidade (quando o animal expressa somente 0s movimentos
respiratorios com total auséncia de outros movimentos do corpo). Para 0s
experimentos utilizados, as entradas foram reconhecidas quando o animal
adentrasse em um dos bracos ou centro com as quatro patas. Os bragos abertos
sdo considerados areas desprotegidas, enquanto os bracos fechados e o centro, séo
areas protegidas do LCE (CRUZ et al., 1994; RODGERS; JOHNSON, 1995).

Avaliacdo na CCE — No 34° dia os mesmos grupos foram reexpostos a CCE. O
teste consistiu em colocar os camundongos individualmente sobre a plataforma
do LC, onde foi permitido explorar os dois ambientes da CCE por um periodo de
cinco minutos para registro da laténcia para entrar no LE da caixa, do nimero de
entradas no LE e do tempo gasto no LE. Para todos os experimentos, as entradas
foram reconhecidas quando o animal adentrasse um dos lados com as quatro patas.
Os animais do grupo sem choque (SCHO) passaram pelos mesmos procedimentos
descritos acima para o grupo com choque (CCHO), s6 que sem aplicacdo de

choque no primeiro dia.
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Figura C. Modelo ilustrativo do protocolo experimental descrito acima. Cada camundongo foi
submetido a todos esses processos de avaliacdo comportamental e farmacolégica.

2.8.1. Experimento 1. Avaliar se a inibicdo reversivel do cortex cingulado anterior com
cloreto de cobalto (CoCl2) modula o aumento da ansiedade induzida pelo modelo de
TEPT em camundongos.

Para esse experimento, os camundongos do grupo CCHO (n = 16/grupo) passaram
por condicionamento aversivo e situagdes lembranca na caixa claro-escuro como descrito
acima. No 24° dia, ambos os grupos de animais foram submetidos & cirurgia estereotaxica
para implantagéo bilateral de canulas-guia direcionados ao CCA (Cg2). No 29° dia, os
camundongos receberam inje¢des intra-CCA (Cg2) de salina ou CoCl, (1 mM/0,1 pL),
conforme procedimento descrito acima, e, apds 5 minutos, foram submetidos ao LCE. No
34° dia, os camundongos receberam injec6es intra-CCA (Cg2) de salina ou CoCl e, apos
5 minutos, foram submetidos a CCE. Os animais do grupo SCHO (n = 11-12/grupo)

passaram pelo mesmo procedimento sem serem expostos ao choque.

2.8.2. Experimento 2. Avaliar se a aplicagdo de midazolam no cértex cingulado anterior

reverte 0 aumento da ansiedade induzida pelo modelo de TEPT em camundongos.
Utilizamos, nesse experimento, trés grupos de camundongos CCHO (n =

10/grupo), onde todos passaram pelo condicionamento aversivo e situagdes lembranca na

caixa claro-escuro. No 24° dia, todos os grupos de animais foram submetidos a cirurgia
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estereotéxica para implantacao bilateral de canulas-guia direcionados ao CCA (Cg2). No
29° dia, os camundongos receberam injecdes de salina ou midazolam (3,0 e 30
nmol/0,1uL) no CCA (Cg2), conforme procedimento descrito no Experimento 1, e, apds
5 minutos, foram submetidos ao LCE. No 34° dia, os camundongos receberam injecoes
de salina ou midazolam (3,0 e 30 nmol/0,1uL) e, apds 5 minutos, foram reexpostos a
CCE. Os animais do grupo SCHO (n = 9/grupo) passaram pelo mesmo procedimento

sem serem expostos ao choque.

2.8.3. Experimento 3. Avaliar se a inibicao reversivel do cortex orbitofrontal com cloreto
de cobalto (CoCl2) modula o aumento da ansiedade induzida pelo modelo de TEPT em
camundongos.

Para esse experimento, dois grupos de camundongos CCHO (n = 10-11/grupo)
passaram por condicionamento aversivo e situacdes lembranca na caixa claro-escuro
como descrito acima. No 24° dia, ambos os grupos de animais foram submetidos a cirurgia
estereotaxica para implantacdo bilateral de canulas-guia direcionados ao COF. No 29°
dia, os camundongos receberam injecdes intra-COF de salina ou CoClz (1 mM/0,1 uL),
conforme procedimento descrito acima, €, ap6s 5 minutos, foram submetidos ao LCE. No
34° dia, os camundongos receberam injec6es COF de salina ou CoCl; e, ap6s 5 minutos,
foram submetidos a CCE. Os animais do grupo SCHO (n = 5-6/grupo) passaram pelo

mesmo procedimento sem serem expostos ao choque.

2.8.4. Experimento 4. Avaliar se a aplicagdo de midazolam no cortex orbitofrontal

reverte 0 aumento da ansiedade induzida pelo modelo de TEPT em camundongos.
Utilizamos, nesse experimento, trés grupos de camundongos (n = 9-10/grupo),

onde todos passaram pelo condicionamento aversivo e situagOes lembranga na caixa
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claro-escuro. No 24° dia, todos os grupos de animais foram submetidos a cirurgia
estereotdxica para implantacdo bilateral de canulas-guia direcionados ao COF. No 29°
dia, os camundongos receberam injecdes de salina ou midazolam (3,0 e 30 nmol/0,1uL)
no COF, conforme procedimento descrito no Experimento 1, e, ap6s 5 minutos, foram
submetidos ao LCE. No 34° dia, os camundongos receberam injecdes de salina ou
midazolam (3,0 e 30 nmol/0,1pL) e, ap6s 5 minutos, foram reexpostos a CCE. Os animais
do grupo SCHO (n = 5-6/grupo) passaram pelo mesmo procedimento sem serem expostos

ao choque.

2.8.5. Experimento 5. Avaliar se a inibicdo reversivel da insula com cloreto de cobalto
(CoCl2) modula o aumento da ansiedade induzida pelo modelo de TEPT em
camundongos.

Para esse experimento, dois grupos de camundongos (n = 8/grupo) passaram por
condicionamento aversivo e situacdes lembranca na caixa claro-escuro como descrito
acima. No 24° dia, ambos os grupos de animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica
para implantacdo bilateral de canulas-guia direcionados a insula. No 29° dia, os
camundongos receberam injecBes intra-insula de salina ou CoCl> (1 mM/0,1 pL),
conforme procedimento descrito acima, €, ap6s 5 minutos, foram submetidos ao LCE. No
34° dia, os camundongos receberam inje¢des intra-insula (Cg2) de salina ou CoCl; e, ap6s
5 minutos, foram submetidos a CCE. Os animais do grupo SCHO (n = 6-8/grupo)

passaram pelo mesmo procedimento sem serem expostos ao choque.

2.8.6. Experimento 6. Avaliar se a aplicacdo de midazolam na insula reverte 0 aumento

da ansiedade induzida pelo modelo de TEPT em camundongos.
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Utilizamos, nesse experimento, trés grupos de camundongos (n = 7-9/grupo), onde
todos passaram pelo condicionamento aversivo e situagcdes lembranga na caixa claro-
escuro. No 24° dia, todos os grupos de animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica
para implantacdo bilateral de cénulas-guia direcionados a insula. No 29° dia, 0s
camundongos receberam injecOes de salina ou midazolam (3,0 e 30 nmol/0,1uL) na
insula, conforme procedimento descrito no Experimento 1, e, apdés 5 minutos, foram
submetidos ao LCE. No 34° dia, os camundongos receberam injecdes de salina ou
midazolam (3,0 e 30 nmol/0,1pL) e, ap6s 5 minutos, foram reexpostos a CCE. Os animais
do grupo SCHO (n = 5-6/grupo) passaram pelo mesmo procedimento sem serem expostos

ao choque.

2.9. Analise Estatistica

Os dados sdo apresentados como média + EPM (erro padrdo da média).

Os dados foram analisados pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias [fator
1, condicdo (Experimentos 1- 6: sem choque x com choque), fator 2, tratamento
(Experimentos 1, 3 e 5: salina x CoCl2; Experimentos 2, 4 e 6: salina x midazolam 3,0 e
30 nmol/0,1 ub)].

Os casos de significancia foram analisados pelo teste de comparaces multiplas

de Duncan. Em todas as analises, p < 0,05 foi considerado significativo.
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3. RESULTADOS
3.1. Cortex Cingulado Anterior

3.1.1. Resultados da histologia

A andlise histolégica confirmou que 112 camundongos receberam canulacdo
positiva no CCA (Cg2) (Fig. 1). 55 animais foram utilizados para investigar a modulagao
da ansiedade e memoria aversiva pelo modelo de TEPT para camundongos apés
administracdo intra-CCA (Cg2) de salina ou CoCly, [Experimento 1 — CCHO: Salina (n
= 16) e CoCI2 (n = 16); SCHO: Salina (n = 11) e CoCI2 (n = 12)]. 57 animais foram
utilizados para investigar o efeito do midazolam (3,0 e 30 nmol) intra-CCA (Cg2) na
modulacdo da ansiedade e memoria aversiva pelo modelo de TEPT para camundongos
[Experimento 2 — CCHO: Salina (n = 10), MDZ 3,0 nmol (n = 10) e MDZ 30,0 nmol (n

= 10); SCHO: Salina (n =9), MDZ 3,0 nmol (n =9) e MDZ 30,0 nmol (n = 9)].

Figura 1A. Representacdo esquematica dos resultados histolégicos de acordo com o Atlas de Paxinos e
Franklin (2004). Os pontos pretos representam o local de acerto de alguns animais que tiveram canulacéo
positiva, 0s pontos em cinza representam aqueles canulados fora do CCA.
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Figura 1B. Fotomicrografia de uma sec¢do coronal de um sujeito representativo, demonstrando os locais
de microinjecdo intra-CCA, Bregma 1,34mm. (Fonte: proprio autor, 2020).
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3.1.2. Experimento 1. Efeito da inibicéo reversivel do cértex cingulado anterior com
cloreto de cobalto (CoCl2) sobre o aumento da ansiedade induzida pelo modelo de
TEPT em camundongos

As Figuras 2 (A, B e C) mostram o efeito do tratamento com salina e CoCl; intra-
CCA, sobre o comportamento de camundongos expostos ao LCE ap0s passarem pelo
modelo de TEPT, com e sem choque.

A ANOVA de dois fatores (fator 1, condicdo (SCHO ou CCHO); e fator 2,
tratamento (substancia injetada) — intra-CCA), seguida pelo teste Duncan, demonstrou
aumento significativo na porcentagem de entrada nos bracos abertos (%EBA) para o
tratamento com CoCl; intra-CCA nos grupos SCHO e CCHO (F151 = 71,02; p < 0,05),
sem mostrar efeito para condigdo (F1,51=1,07; p > 0,05) e interagdo condicao e tratamento
(F151=2,26; p > 0,05) (Fig. 2A).

Quanto a porcentagem de entrada nos bragos abertos (%EBA), a ANOVA de dois
fatores revelou efeitos significativos para o fator tratamento (F1,51 = 66,02; p < 0,05), sem
mostrar efeito para condi¢do (F151 = 1,27; p > 0,05) e interacdo condicdo e tratamento

(F151=0,007; p > 0,05).
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O teste de Duncan revelou aumento significativo na % TBA para os animais dos
grupos SCHO e CCHO que receberam tratamento com CoCl; intra-CCA comparados aos
respectivos grupos tratados com salina (Fig. 2B).

A respeito das entradas nos bragos fechados (EBF), a ANOVA de duas vias
(condicéo e tratamento intra-CCA) revelou efeitos significativos para o fator tratamento
(Fi51 = 38,74; p < 0,05), sem mostrar efeito para condi¢do (Fis1 = 1,03; p > 0,05) e
interacdo condicéo e tratamento (Fy51 = 0,02; p > 0,05) (Fig. 2C).

O teste de Duncan revelou diminuicdo significativa nas entradas nos bracos
fechados (EBF) para os animais dos grupos SCHO e CCHO que receberam tratamento

com CoCI2 intra-CCA, comparados aos respectivos grupos tratados com salina.
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Figura 2. Efeito do tratamento com salina e cloreto de cobalto (CoClI2) intra-CCA sobre as (A)
porcentagens de entradas (% EBA), (B) porcentagens de tempo nos bragos abertos (%TBA) e (C)
entradas nos bracos fechados (EBF), (CCHO n=16-16; SCHO n=11-12). As colunas representam
as médias e o erro padrdo da média (M+EPM) da %EBA bragos abertos do LCE. "P < 0,05
comparado ao respectivo grupo salina (ANOVA de duas vias). CCHO = camundongos que
receberam choque nas patas; SCHO = camundongos que ndo receberam chogue nas patas.
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A Tabela 2 mostra o efeito do tratamento com salina e CoCl: intra-CCA, sobre os
outros comportamentos de camundongos expostos ao LCE apds passarem pelo modelo
de TEPT.

Para os comportamentos de avaliagdo de risco, a ANOVA de duas vias (condi¢do
e tratamento intra-CCA) revelou efeitos significativos para o fator tratamento
[porcentagem de tempo no centro (%TC) (Fis51=7,50; p < 0,05), porcentagem de esticar
protegido (%SAP) (F1,51 = 40,08; p < 0,05), porcentagem de mergulho protegido (F1,51 =
11,5; p < 0,05)], sem mostrar efeito para condi¢do [porcentagem de tempo no centro
(%TC) (F151=0,75; p > 0,05), porcentagem de esticar protegido (%SAP) (F15=0,02; p
> 0,05), porcentagem de mergulho protegido (F1,51=2,19; p > 0,05)], e interacéo condicao
e tratamento [porcentagem de tempo no centro (%TC) (Fis1 = 0,03; p > 0,05),
porcentagem de esticar protegido (%SAP) (Fi51 = 0,001; p > 0,05), porcentagem de
mergulho protegido (F1,51= 0,04; p > 0,05)].

O teste de Duncan revelou diminuicao significativa para %TC [animais do grupo
CCHO que receberam tratamento com CoCl; intra-CCA, comparados ao grupo salina
CCHO], %SAP protegido e porcentagem de mergulho protegido [animais dos grupos
SCHO e CCHO que receberam tratamento com CoClI2 intra-CCA, comparados aos
respectivos grupos tratados com salina].

Para o comportamento de exploracdo vertical (levantamentos), a ANOVA de duas
vias (condig&o e tratamento intra-CCA) revelou efeito significativo para o fator condigdo
(Fi51 = 11,16; p < 0,05), sem mostrar efeito para tratamento (Fis1 = 1,43; p > 0,05) e
interacdo condig&o e tratamento (F1,51 = 2,55; p > 0,05).

O post hoc revelou diminuicdo significativa para os levantamentos dos animais

tratados intra-CCA com salina no grupo CCHO, comparados aos animais SCHO.
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A ANOVA de duas vias (condicdo e tratamento intra-CCA) revelou que 0s
comportamentos: total de SAP [condigdo (F15:= 3,33 p > 0,05), tratamento (F1,51 = 0,12;
p > 0,05), e interacdo condigéo e tratamento (F151 = 2,44; p > 0,05)], total de mergulhos
[condicéo (F151=0,04; p > 0,05), tratamento (F151=0,51; p > 0,05), e interacdo condi¢ao
e tratamento (F1,51 = 1,98; p > 0,05)] e imobilidade [nulo].

Tabela 2. Efeito do tratamento com salina e cloreto de cobalto (CoCl2) intra-CCA sobre % Tempo
no centro, o total de esticar (SAP), a % SAP protegido, total de mergulhos, % mergulhos
protegidos, total de levantamentos e total de imobilidade no LCE em camundongos (CCHO n=16-
16; SCHO n=11-12). Os valores representam as médias e o erro padrdo da média (M+EPM)
desses comportamentos avaliados no LCE. “P < 0,05 comparado ao respectivo salina; *P < 0,05
comparado ao grupo SCHO e respectivo CoCl, (ANOVA de duas vias). CCHO = camundongos
gue receberam choque nas patas; SCHO = camundongos que ndo receberam choque nas patas.

Comportamentos Sem Choque Com Choque
Salina CoCl, Salina CoCl,
%Tempo no Centro 16,1%1,9 12,0+1,9 17,8+1,5 13,1+1,0*
Total de SAP 24,7+2,3 22,3+2,3 18,0+1,5 21,80,9
%SAP Protegido 77,815,0 44,1+6,0* 76,716,4 43,4+2,5%
Total de Mergulhos 33,6%2,9 35,7+3,3 38,5+3,7 32,0+1,6
%Mergulhos Protegidos 35,3+7,6 17,0+4,3* 41,7+5,7 25,6+1,5*
Levantamentos 7,1+1,4 6,8+0,8 2,8+0,6" 5,3+0,6
Imobilidade 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0

3.1.3 Efeito do tratamento com salina e CoCl2 intra-CCA/Cg2, sobre o
comportamento de camundongos expostos a CCE, apés passarem pelo modelo de
TEPT.

AFigura 3 (A, B e C) mostra o efeito do tratamento com salina e cloreto de cobalto
intra-CCA sobre o comportamento de camundongos expostos ao teste na CCE apds
passarem pelo modelo de TEPT.

Quanto a laténcia da entrada no lado escuro da CCE, a ANOVA de duas vias

(condicéo e tratamento intra-CCA\) revelou efeitos significativos para os fatores condi¢do
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(Fis1 = 13,82; p < 0,05), tratamento (Fi51 = 16,42; p < 0,05), e interagdo condigéo e
tratamento (F151=18,17; p < 0,05) (Fig. 3A).

O teste de Duncan revelou aumento significativo na laténcia para entrada no lado
escuro da CCE nos animais CCHO, comparados aos animais SCHO salina. O CoCl: intra-
CCA diminuiu a laténcia para entrada no lado escuro da CCE nos animais CCHO,
comparados aos animais CCHO salina.

Quanto as entradas no lado escuro (ELE) da CCE, a ANOVA de duas vias
(condicdo e tratamento intra-CCA) revelou efeitos significativos para o fator condicao
(Fi51=22,78; p < 0,05), e interacdo condicao e tratamento (F151 = 6,32; p < 0,05), sem
mostrar efeito para o tratamento (F151=2,17; p > 0,05) (Fig. 3B).

O teste de Duncan revelou diminuicéo significativa sobre o nimero de entradas
no lado escuro (ELE) da CCE nos animais CCHO, comparados aos animais SCHO salina.
O CoCl; intra-CCA aumentou a laténcia para entrada no lado escuro da CCE nos animais
CCHO, comparados aos animais CCHO salina.

A ANOVA de duas vias (condicdo e tratamento intra-CCA) revelou efeitos
significativos para os fatores condigdo (F151=37,71; p <0,05), tratamento (F1 51 = 28,84;
p < 0,05), e interacdo condicdo e tratamento (F1 51 = 25,58; p < 0,05) (Fig. 3C).

O teste de Duncan revelou diminuicdo significativa no tempo gasto no lado escuro
da CCE nos animais CCHO, comparados aos animais SCHO salina. O CoCl; intra-CCA
aumentou o tempo gasto no lado escuro da CCE nos animais CCHO, comparados aos

animais CCHO salina.
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Figura 3. Efeito do tratamento com salina e cloreto de cobalto (CoCl,) intra-CCA sobre 0 a (A)
laténcia para a entrada no lado escuro, (B) nimero de entradas no lado escuro (ELE), (C) tempo
gasto no lado escuro (TLE) da CCE em camundongos (CCHO n=16-16; SCHO n=11-12). As
colunas representam as médias e o erro padrdo da média (M+EPM) do TLE e a laténcia para
entrada no lado escuro da caixa CCE. *P < 0,05 comparado ao respectivo salina, *P < 0,05
comparado ao grupo SCHO (ANOVA de duas vias). CCHO = camundongos que receberam
choque nas patas; SCHO = camundongos que ndo receberam choque nas patas.
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3.1.4. Experimento 2. Avaliar se a aplicacdo de midazolam no cortex cingulado
anterior (Cg2) reverte o aumento da ansiedade induzida pelo modelo de TEPT em
camundongos.

As Figuras 4 (A, B e C) mostram o efeito do tratamento com salina e midazolam
(3,0 e 30,0 nmol) intra-CCA, sobre o comportamento de camundongos expostos ao LCE
apos passarem pelo modelo de TEPT.

A respeito da %EBA, a ANOVA de duas vias (condi¢do e tratamento intra-CCA)
revelou auséncia de efeitos significativos para os fatores condicdo (F1,51=1,61; p > 0,05),
tratamento (F151 = 0,10; p > 0,05), e interacdo condicdo e tratamento (Fys1 = 0,90; p >
0,05) (Fig. 4A).

Quanto a %TBA, a ANOVA de duas vias (condicdo e tratamento intra-CCA)
revelou efeito significativo para o fator condigdo (F151 = 7,65; p < 0,05), e auséncia de
efeitos significativos para o fator tratamento (F151 = 0,01; p > 0,05), e interagéo condigéo
e tratamento (Fy51= 0,47; p > 0,05) (Fig. 4B).

Apesar da ANOVA ter revelado efeito para o fator condi¢do, o post hoc nédo
confirmou o efeito.

Em relacdo ao EBF, a ANOVA de duas vias (condicao e tratamento intra-CCA)
revelou auséncia de efeitos significativos para os fatores condicdo (F1,51=2,41; p > 0,05),
tratamento (F151 = 0,06; p > 0,05), e interacdo condicdo e tratamento (Fys1 = 0,18; p >

0,05) (Fig. 4C).
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Figura 4. Efeito do tratamento com salina e midazolam (MDZ, 3,0 e 30 nmol) intra-CCA sobre as (A)
porcentagens de entradas (%EBA), (B) porcentagens de tempo (%TBA), (C) entradas nos bragos fechados
(EBF) do LCE em camundongos (CCHO n=10 p/grupo; SCHO n=9 p/grupo. As colunas representam as
médias e o erro padrdo da média (M+EPM) das %EBA nos bracos abertos do LCE. CCHO = camundongos
que receberam choque nas patas; SCHO = camundongos que nédo receberam choque nas patas.
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A Tabela 3 mostra o efeito do tratamento com salina e midazolam (MDZ, 3,0 e 30
nmol) intra-CC, sobre 0s outros comportamentos de camundongos expostos ao LCE apds
passarem pelo modelo de TEPT.

Para os comportamentos de avaliagdo de risco, a ANOVA de duas vias (condi¢do
e tratamento intra-CCA) revelou efeitos significativos para o fator condi¢éo [porcentagem
de tempo no centro (%TC) (F251= 6,26; p < 0,05), total de SAP (F251 = 4,40; p < 0,05),
total de mergulhos (F251 = 6,70; p < 0,05), %SAP protegido (F251 = 4,21; p < 0,05),
%mergulho protegido (F2,51=9,30; p < 0,05)], sem mostrar efeito para o tratamento [%TC
(F2,51 = 1,35; p > 0,05), total de SAP (F2,51 = 0,23; p > 0,05), %SAP protegido (F2,51 =
0,80; p > 0,05), total de mergulhos (F2,51 = 0,13; p > 0,05), %mergulhos protegidos (F251
= 0,06; p > 0,05)] e interacdo condicéo e tratamento [%TC (F2,51 = 0,39; p > 0,05), total
de SAP (F251 = 0,11; p > 0,05), %SAP protegido (F251 = 0,19; p > 0,05), total de
mergulhos (F2,51 = 1,13; p > 0,05), %mergulhos protegidos (F251 = 0,58; p > 0,05)].

O teste de Duncan revelou diminuicao significativa para %TC [animais do grupo
CCHO salina comparados ao grupo SCHO MDZ 3,0], total de mergulhos [animais do
grupo SCHO salina em comparacao aos animais dos grupos CCHO salina e MDZ 30,0].

E, embora a ANOVA de duas vias tenha mostrado significancia no fator condi¢éo
no total de SAP, %SAP protegido, total de mergulhos e %mergulhos protegidos, o teste
Duncan nédo encontrou diferenca entre 0s grupos.

A ANOVA de duas vias ndo mostrou diferengca no total de levantamentos
[condicéo (F2,51= 0,51; p > 0,05), tratamento (F2,51= 0,54; p > 0,05) e interagdo condi¢ao

e tratamento (F2,51 = 0,43; p > 0,05)] e imobilidade (nulo).
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Sem Choque Com Choque

Comportamentos

Salina MDz 3,0 MDz 30,0 Salina MDz 3,0 MDZ 30,0
%Tempo no Centro 13,7+3,7 8,511,6 13,4+3,1 18,9+2,3" 15,9+2,2 16,4+1,6
Total de SAP 30,0+4,7 30,8+2,7 31,345,0 24,612,0 23,5+1,9 27,1+2,6
%SAP Protegido 54,6+11,1 48,0+£13,2 48,5+11,2 72,315,7 53,315,5 66,614,0
Total de Mergulhos 44,716,0 37,5+7,3 39,3149 28,2+2,5% 34,9+2,4 29,2+3,2%
%Merg. Protegidos 31,9+10,5 37,9+14,1 32,4+11,7 60,917,4 49,3+2,1 60,415,4
Levantamentos 8,612,5 12,5+2,5 11,7+2,3 9,7£1,9 10,1+1,8 9,5¢1,4
Imobilidade 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

Tabela 3. Efeito do tratamento com salina e midazolam (MDZ) intra-CCA sobre %Tempo no centro, o
total de esticar (SAP), a % SAP protegido, total de mergulhos, % mergulhos protegidos, total de
levantamentos e total de imobilidade no LCE em camundongos (CCHO n=10 p/grupo; SCHO n=9 p/grupo).
Os valores representam as médias e o erro padrdo da média (MEPM) desses comportamentos avaliados
no LCE.

3.1.5. Efeito do tratamento com salina e midazolam (3,0 e 30,0 nmol) intra-CCA/Cg2,
sobre o comportamento de camundongos expostos a CCE, ap6s passarem pelo
modelo de TEPT.

A Figuras 5A mostra o efeito do tratamento com salina e midazolam (3,0 e 30,0
nmol) intra-CCA, sobre o comportamento de camundongos expostos ao teste ha CCE
apos passarem pelo modelo de TEPT.

A respeito da laténcia de entrada no lado escuro, a ANOVA de duas vias (condi¢do
e tratamento intra-CCA) revelou efeitos significativos para os fatores condicdo (Fis1 =
25,93; p < 0,05), tratamento (F1,51 = 6,82; p < 0,05), e interacdo condicdo e tratamento
(F151=5,56; p < 0,05) (Fig. 5A).

O teste de Duncan revelou aumento significativo na laténcia para entrada no lado
escuro da CCE nos animais CCHO comparados aos animais SCHO salina e midazolam
3,0 nmol. O tratamento intra-CCA de midazolam 30 nmol diminuiu a laténcia para
entrada no lado escuro da CCE nos animais CCHO comparados aos animais CCHO

salina.
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A Figura 5B mostra o efeito do tratamento com salina e midazolam (3,0 e 30,0
nmol) intra-CCA sobre o ELE da CCE em camundongos expostos ao teste na CCE ap0s
passarem pelo modelo de TEPT.

A ANOVA de duas vias (condicdo e tratamento intra-CCA) revelou efeitos
significativos para os fatores condigdo (F1,51 = 28,34; p < 0,05), tratamento (F1,51 = 10,77;
p < 0,05), e interacdo condicdo e tratamento (F1,51=5,32; p < 0,05).

O teste de Duncan revelou diminuicéo significativa sobre o nimero de entradas
no lado escuro (ELE) da CCE nos animais CCHO comparados aos animais SCHO salina
e midazolam 3,0 nmol. O tratamento intra-CCA de midazolam 30 nmol aumentou o
namero de entradas no lado escuro da CCE nos animais CCHO comparados aos animais
CCHO salina.

A Figura 5C mostra o efeito do tratamento com salina e midazolam (3,0 e 30,0
nmol) intra-CCA sobre o tempo gasto no lado escuro (TLE) da CCE em camundongos
expostos ao teste na CCE ap06s passarem pelo modelo de TEPT.

A ANOVA de duas vias (condicdo e tratamento intra-CCA) revelou efeitos
significativos para os fatores condicdo (F151= 24,97; p < 0,05), tratamento (F1,51 = 20,41;
p < 0,05), e interacdo condicdo e tratamento (F1,51 = 6,08; p < 0,05).

O teste de Duncan revelou diminuicdo significativa sobre o tempo gasto no lado
escuro (TLE) da CCE nos animais CCHO comparados aos animais SCHO salina e
midazolam 3,0 nmol. O tratamento intra-CCA com as duas doses de midazolam (3,0 e 30
nmol) aumentou o tempo gasto no lado escuro da CCE nos animais CCHO comparados

aos animais CCHO salina.
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Figura 5. Efeito do tratamento com salina e midazolam (3,0 e 30,0 nmol) intra-CCA sobre (A) a laténcia
de entrada, (B) entradas no lado escuro (TLE), (C) tempo gasto no lado escuro (TLE) na CCE em
camundongos (CCHO n=10 p/grupo; SCHO n=9 p/grupo). As colunas representam as médias e 0 erro
padrdo da média (M+EPM) sobre a laténcia de entrada na CCE. *P < 0,05 comparado ao grupo salina
CCHO (ANOVA de duas vias). #P < 0,05 comparado aos respectivos grupos salina e MDZ 3,0 nmol SCHO
(ANOVA de duas vias). CCHO = camundongos que receberam choque nas patas; SCHO = camundongos
gue nao receberam choque nas patas.
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3.2. Cortex orbitofrontal
3.2.1. Resultados da histologia

A andlise histologica confirmou que 65 camundongos receberam canulagdo
positiva no COF (Fig. 6A e 6B). 32 animais foram utilizados para investigar a modulacao
da ansiedade e memoria aversiva pelo modelo de TEPT para camundongos apos
administragdo intra-COF de salina ou CoCl, [Experimento 1 — CCHO: Salina (n =11) e
CoCl2 (n = 10); SCHO: Salina (n =5) e CoClI2 (n = 6)]. 33 animais foram utilizados para
investigar o efeito do midazolam (3,0 e 30 nmol) intra-COF na modulacdo da ansiedade
e memdria aversiva pelo modelo de TEPT para camundongos [Experimento 2 — CCHO:
Salina (n = 6), MDZ 3,0 nmol (n = 5) e MDZ 30,0 nmol (n = 6); SCHO: Salina (n = 6),

MDZ 3,0 nmol (n =5) e MDZ 30,0 nmol (n =5)].

Figura 6A e 6B. Representacdo esquematica dos resultados histoldgicos de acordo com o Atlas de Paxinos
e Franklin (2004). Os pontos pretos representam 0s animais que tiveram canulacéo positiva, 0s pontos em

cinza representam aqueles canulados fora do COF.
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Figura 7C. Fotomicrografia de uma seccdo coronal de um sujeito representativo, demonstrando os locais
de microinjecdo intra-COF (setas vermelhas), Bregma 2,22mm. Fonte: proprio autor (2020).

3.2.2. Experimento 3. Efeito da inibicdo reversivel do cortex orbitofrontal com
cloreto de cobalto (CoCl2) sobre o aumento da ansiedade induzida pelo modelo de
TEPT em camundongos

As Figuras 8 (A, B e C) mostram o efeito do tratamento com salina e CoCl intra-
COF sobre o comportamento de camundongos expostos ao LCE apds passarem pelo
modelo de TEPT.

Quanto a porcentagem entrada nos bracos abertos (%EBA), a ANOVA de duas
vias mostra que houve significancia nos fatores condicdo (Fi128 = 24,61; p < 0,05),
tratamento (F1.28 = 21,72; p < 0,05) e interacdo condigéo e tratamento (F1,28 = 21,63; p <
0,05).

O teste Duncan revelou aumento significativo na %EBA do grupo CCHO CoCl»
tanto em comparacdo ao respectivo grupo salina quanto em comparagdo aos grupos
SCHO (Fig. 8A).

Em relacdo a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos (% TBA), a ANOVA
de duas vias mostrou efeitos significativos nos fatores condicdo (F1,28 = 26,49; p < 0,05),
tratamento (F1,28 = 27,83; p < 0,05) e interacdo condigéo e tratamento (F1,28 = 22,57; p <

0,05).
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O teste Duncan mostrou que houve aumento significativo na % TBA no grupo
CCHO CoCl; tanto em comparagéo ao respectivo grupo salina quanto em comparagéo
aos grupos SCHO (Fig. 8B).

Em relacdo as entradas nos bragos fechados (EBF), a ANOVA de duas vias
mostrou que ndo houve efeitos significativos nos fatores condi¢do (F128=1,19; p > 0,05),

tratamento (F128=1,19; p > 0,62) e interacdo (F128 = 2,60; p > 0,05) (Fig. 8C).
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Figura 8. Efeito do tratamento com salina e midazolam (3,0 e 30,0 nmol) intra-CCA sobre (A) a
porcentagem de entradas nos bragos abertos, (B) porcentagem de tempo nos bragos abertos, (C) nimero de
entradas nos bragos fechados (CCHO n=11-10; SCHO n=5-6). As colunas representam as médias € o0 erro
padrdo da média (M+EPM) sobre a laténcia de entrada na CCE. *P < 0,05 comparado ao grupo salina
CCHO (ANOVA de duas vias). P < 0,05 comparado aos grupos SCHO. CCHO = camundongos que
receberam choque nas patas; SCHO = camundongos que ndo receberam choque nas patas.
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A Tabela 4 mostra o efeito do tratamento com salina e CoClz intra-COF sobre
comportamentos de avaliacdo de risco em camundongos expostos ao LCE ap6s passarem
pelo modelo de TEPT.

A ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos em todos os fatores apenas
em relacdo a porcentagem de esticar protegido (%SAP protegido) [condigdo, Fi28 =
22,41; p < 0,05; tratamento, F128 = 16,94; p < 0,05; e interagdo condigéo e tratamento,
F128 = 17,91; p < 0,05]. J& quanto ao total de mergulhos e %mergulhos protegidos, a
ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos na condicao [total de mergulhos (F1,2s
= 4,37; p < 0,05), %mergulhos protegidos (F1,28 = 5,78; p < 0,05)], sem mostrar efeito
para o tratamento [total de mergulhos (F12s = 0,33; p > 0,05), %mergulhos protegidos
(F128 = 3,26; p > 0,05)] e interacdo condicdo e tratamento [total de mergulhos (F1,28 =
1,07; p > 0,05), %mergulhos protegidos (F1,2s = 3,26; p > 0,05)].

O teste Duncan revelou diminuicdo significativa na %SAP protegido e
%mergulho protegido nos animais do grupo CCHO tratado com CoCl; intra-COF em
relacdo ao respectivo salina e aos grupos SCHO. Mas ndo revelou diferenca entre os
grupos gquanto ao total de mergulhos.

A ANOVA de duas vias (condicao e tratamento intra-COF) revelou que néo houve
efeitos significativos nos comportamentos: %tempo no centro (%TC) [condigdo (F1.28 =
1,48; p > 0,05), tratamento (F1,26 = 2,17; p > 0,05), interacdo condicao e tratamento (F1,2s
=0,76; p>0,05)], total de SAP [condicéo (F128=0,01; p > 0,05), tratamento (F1,28 = 0,15;
p > 0,05) e interacdo condicao e tratamento (F1,2s=2,14; p > 0,05)], total de levantamentos
[condicéo (F1.28=1,02; p > 0,05), tratamento (F1,2s= 0,01; p > 0,05) e interagdo condi¢ao

e tratamento (F1,28 = 1,70; p > 0,05)] e imobilidade (nulo).
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Sem Choque Com Choque

Comportamentos
Salina CoCl, Salina CoCl;
%Tempo no Centro 29,815,3 26,814,9 28,1+4,4 16,2+2,6
Total de SAP 24,613,7 29,119 30,2+2,7 22,4%4,7
%SAP Protegido 89,1+3,2 89,9+2,8 85,915,2 32,2+7,0*
Total de Mergulhos 20,8+2,9 18,5+2,1 26,015,1 34,2+4,1
%Merg. Protegidos 83,316,1 83,415,4 77,949,2 44,7+7,1*
Levantamentos 7,6%£1,3 10,0+1,7 8,0+1,3 6,1+1,2
Imobilidade 0,0+0,0 0,00,0 0,0+0,0 0,00,0

Tabela 4. Efeito do tratamento com salina e cloreto de cobalto (CoCly) intra-COF sobre %Tempo no centro,
o total de esticar (SAP), a % SAP protegido, total de mergulhos, % mergulhos protegidos, total de
levantamentos e total de imobilidade no LCE em camundongos (CCHO n=11-10; SCHO n=5-6). Os valores
representam as médias e o erro padrdo da média (M+EPM) dos comportamentos avaliados no LCE. *P <
0,05 comparado ao grupo salina (ANOVA de duas vias).

3.2.3. Efeito do tratamento com salina e CoCl: intra-COF sobre o comportamento
de camundongos expostos a CCE, apds passarem pelo modelo de TEPT.

As figuras 9 (A, B e ¢) mostram o efeito do tratamento com salina e cloreto de
cobalto intra-COF sobre o comportamento de camundongos expostos ao teste na CCE
apos passarem pelo modelo de TEPT.

Quanto a laténcia de entrada no lado escuro CCE, a ANOVA de duas vias mostrou
que houve efeitos significativos nos fatores condicdo (F1,26= 11,56; p < 0,05), tratamento
(F128=12,33; p < 0,05) e interacdo condicéo e tratamento (F12¢ = 11,93; p < 0,05) (Fig.
9A).

O teste de Duncan revelou que houve diminui¢do significativa da laténcia no
grupo CCHO CoCl2 em relacéo ao respectivo salina, e aumento significativo da laténcia
no grupo CCHO salina em comparagao aos grupos SCHO.

Em relagdo ao nimero de entradas no lado escuro (ELE) da CCE, a ANOVA de

duas vias mostrou efeitos significativos nos fatores: condi¢do (Fi,2s = 4,35, p < 0,05),
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tratamento (F1,28 = 11,05; p < 0,05) e interagdo condig&o e tratamento (F1,28 = 14,30; p <
0,05) (Fig. 9B).

O teste Duncan revelou que houve aumento significativo na taxa de ELE no grupo
CCHO CoClI2 em comparacéo ao respectivo salina, e diminuigéo significativa no grupo
CCHO salina em comparagéo aos grupos SCHO.

A respeito do tempo gasto no lado escuro da CCE, a ANOVA de duas vias
mostrou que houve efeitos significativos nos fatores tratamento (F128 = 10,85; p < 0,05)
e interacdo tratamento e condicao (F128 = 9,10; p < 0,05), mas sem mostrar diferenca na
condicédo (F1,28=1,23; p > 0,05) (Fig. C).

O teste Duncan revelou que houve tanto a diminuicdo significativa no TLE no
grupo CCHO salina em comparacao aos grupos SCHO, e aumento significativo no TLE

no grupo CCHO CoCl,em relagéo ao respectivo salina.
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Figura 9. Efeito do tratamento com salina e cloreto de cobalto (CoCl,) intra-COF sobre a (A) laténcia de
entrada no lado escuro, (B) nimero de entradas no lado escuro (ELE), (C) tempo gasto no lado escuro
(TLE) da CCE em camundongos (CCHO n=11-10; SCHO n=5-6). As colunas representam as médias e o
erro padrdo da média (M+EPM) do ELE da caixa CCE. *P < 0,05 comparado ao respectivo salina, P <
0,05 comparado aos grupos SCHO (ANOVA de duas vias). CCHO = camundongos que receberam choque
nas patas; SCHO = camundongos que ndo receberam choque nas patas.
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3.2.4. Experimento 4. Efeito do tratamento com midazolam no cortex orbitofrontal
sobre 0 aumento da ansiedade induzida pelo modelo de TEPT em camundongos.

As Figuras 10 (A, B, C) mostram o efeito do tratamento com salina e midazolam
(3,0 e 30,0 nmol) intra-COF sobre o comportamento de camundongos expostos ao LCE
apos passarem pelo modelo de TEPT.

Quanto a porcentagem de entradas nos bragos abertos (%EBA), a ANOVA de
duas vias mostrou que houve significancia nos fatores: condigéo (F2,27 = 107,12; p < 0,05),
tratamento (F2.27 = 44,06; p < 0,05) e interacdo condicdo e tratamento (F2.27 = 24,62; p <
0,05).

O teste de Duncan revelou que houve a diferenca significativa na porcentagem de
entradas nos bragos abertos (%EBA) tanto do grupo CCHO MDZ 3,0 quanto do grupo
CCHO MDZ 30,0 em relacdo aos demais grupos, sendo que a %EBA do grupo CCHO
MDZ 3,0 foi menor que a do grupo CCHO MDZ 30,0 (Fig. 10A). O mesmo foi observado
quanto a % TBA (condicgéo, F227 = 209,08; p < 0,05; tratamento, F227 = 70,31; p < 0,05;

interacédo, F227 = 53,8; p < 0,05) (Fig. 10B).
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A ANOVA de duas vias mostrou que houve significancia nos fatores condicéo
(F2,27 = 17,89; p < 0,05) e tratamento (F2,27 = 3,36; p < 0,05), mas sem mostrar resultado
na interacdo (F2,27 = 1,24; p > 0,05) (Fig. 10C).

O teste Duncan revelou diminuig&o significativa na entrada dos bragos fechados
(EBF) nos grupos CCHO MDZ 3,0 e 30,0 em comparacdo ao respectivo salina e em

relacdo aos grupos SCHO. No entanto, ndo houve registro de imobilidade.

Figura 10. Efeito do tratamento com salina e midazolam (MDZ, 3,0 e 30 nmol) intra-COF, sobre as (A)
porcentagem de entradas (%EBA), (B) porcentagem de tempo (%TBA), (C) entradas nos bragos fechados
(EBF) do LCE em camundongos (CCHO n=6-5-6; SCHO n=6-5-5). As colunas representam as médias e o
erro padrao da média (M+EPM) da %EBA do LCE. *P < 0,05 comparado ao respectivo salina, *P < 0,05
comparado aos grupos SCHO, &P comparado ao respectivo MDZ 3,0nmol (ANOVA de duas vias). CCHO
= camundongos que receberam choque nas patas; SCHO = camundongos que ndo receberam chogue nas
patas.
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A Tabela 5 mostra o efeito do tratamento com salina, MDZ 3,0nmol e MDZ
30,0nmol intra-COF sobre comportamentos de avaliacdo de risco em camundongos
expostos ao LCE apds passarem pelo modelo de TEPT.

A ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos em todos os fatores apenas
em relacdo & porcentagem de esticar protegido (%SAP protegido) [condi¢do (F227 =
115,28; p < 0,05), tratamento (F227 = 45,29; p < 0,05) e interagdo condicdo e tratamento
(F2,27=45,03; p < 0,05)] e porcentagem de mergulho protegido [condi¢&o (F227=110,39;

p < 0,05), tratamento (F2.27 = 47,91; p < 0,05) e interagdo condicdo e tratamento (F2.27 =
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21,54; p < 0,05)]. Ja quanto ao total de SAP, a ANOVA de duas vias revelou efeitos
significativos na interacdo condicdo e tratamento (F2.27 = 7,25; p < 0,05), sem mostrar
efeito para o tratamento (F2.7 = 3,26; p > 0,05) e tratamento (F2,27 = 2,07; p > 0,05). Em
relagdo ao total de levantamentos, a ANOVA de duas vias mostrou efeito para a condi¢ao
(F2,27 = 22,16; p < 0,05), sem mostrar diferenca para o tratamento (F2,27 = 3,06; p > 0,05)
e interacdo condicdo e tratamento (F2,27 = 3,30; p > 0,05).

O teste Duncan revelou diminuicdo significativa na %SAP protegido e
%mergulho protegido nos animais do grupo CCHO tratados com MDZ 3,0 e 30,0nmol
em relacdo ao respectivo salina e aos grupos SCHO, de modo que essas taxas foram ainda
menores no grupo CCHO MDZ 30,0 em relagéo ao respectivo MDZ 3,0nmol. Em relacdo
ao Total de SAP, o teste de Duncan revelou diminuicdo significativa no grupo CCHO
MDZ 30,0 em relacdo aos respectivos grupos salina e MDZ 3,0 e em comparagdo aos
grupos SCHO MDZ 3,0 e 30,0nmol. Além disso, o teste Duncan revelou diminuicéo
significativa no total de levantamentos nos grupos CCHO MDZ 3,0 e 30,0nmol em
relacdo ao respectivo salina e grupos SCHO, mas, dessa vez, sem mostrar diferentes entre
eles em si.

A ANOVA de duas vias (condicao e tratamento intra-COF) revelou que néo houve
efeitos significativos nos comportamentos: %tempo no centro (%TC) [condigdo (F2.27 =
0,002; p > 0,05), tratamento (F2,27 = 2,45; p > 0,05), interacdo condicdo e tratamento (F227
=2,38; p > 0,05)], total de mergulhos [condicdo (F27 = 0,09; p > 0,05), tratamento (F2,27
=2,22; p > 0,05) e interacdo condig&o e tratamento (F227 = 0,35; p > 0,05)] e imobilidade

(nulo).
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Tabela 5. Efeito do tratamento com salina e midazolam (MDZ) intra-COF sobre % Tempo no centro, o total
de esticar (SAP), a % SAP protegido, total de mergulhos, % mergulhos protegidos, total de levantamentos
e total de imobilidade no LCE em camundongos (CCHO n=5-6; SCHO n=5-6). Os valores representam as
médias e o0 erro padrdo da média (M+EPM) dos comportamentos avaliados no LCE. *P < 0,05 comparado
aos demais grupos. *P < 0,05 comparado ao respectivo salina, *P < 0,05 comparado aos grupos SCHO, &P
comparado ao respectivo MDZ 3,0nmol (ANOVA de duas vias).

Sem Choque Com Choque
Comportamentos

Salina MDZ 3,0 MDzZ 30,0 Salina MDZ 3,0 MDzZ 30,0
%Tempo no Centro 19,2+3,5 17,7+2,8 21,3+2,1 27,5+2,2 14,3+3,0 16,7+2,3
Total de SAP 42,541,2 50,441,1 49,2429 49,8+0,6 44,8+1,8 41,0+1,6%#
%SAP Protegido 82,441,2 88,810,6 81,0+1,9 87,5%1,4 51,0+2,3** 29,412,2*#&
Total de Mergulhos 36,1+1,0 38,0+1,0 40,610,9 38,0+1,5 36,2+1,2 42,3+1,6
%Merg. Protegidos 82,5+2,2 79,2+2,0 72,1+0,7 74,0+1,1 52,9+2,5*# 20,8+1,7*#&
Levantamentos 11,1+0,6 11,610,7 11,2+0,4 9,810,8 6,0+0,8** 3,8+0,5**
Imobilidade 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,010,0 0,010,0

3.2.5. Efeito do tratamento com salina e midazolam (3,0 e 30,0 nmol) intra-COF
sobre o comportamento de camundongos expostos a CCE, apds passarem pelo
modelo de TEPT.

As Figuras 11 (A, B e C) mostram o efeito do tratamento com salina e midazolam
(3,0 e 30,0 nmol) intra-COF sobre o comportamento de camundongos expostos ao teste
na CCE apds passarem pelo modelo de TEPT.

Quanto a laténcia de entrada no lado escuro da CCE, a ANOVA de duas vias
mostrou significancia para o fator condigéo (F2,27 = 69,66; p < 0,05), mas sem mostrar
diferenga no tratamento (F2,27 = 1,67; p > 0,05) e interacdo (F2,27 = 1,69; p > 0,05).

O teste de Duncan revelou que enquanto os grupos CCHO salina e MDZ 3,0nmol
demonstraram tempo significativamente maior de laténcia em comparagdo aos grupos
SCHO, o grupo CCHO MDZ 30,0 nmol teve uma taxa ainda maior que 0s respectivos

salina e MDZ 3,0nmol (Fig. 11A).
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Em relacdo a taxa de ELE, a ANOVA de duas vias mostrou significAncia nos
fatores condicdo (F2.27 = 49,5; p < 0,05) e tratamento (F227 = 3,76; p < 0,05), mas sem
mostrar diferenga na interagéo (F2,27 = 0,54; p > 0,05).

O teste Duncan revelou que enquanto os grupos CCHO salina e MDZ 3,0nmol
demonstraram menor taxa de ELE em comparagéo aos grupos SCHO, o grupo CCHO
MDZ 30,0nmol teve uma taxa ainda menor que os respectivos salina e MDZ 3,0 (Fig.
11B).

A respeito do TLE, a ANOVA de duas vias mostrou que houve significancia nos
fatores condicéo (F227 = 70,27; p < 0,05) e tratamento (F2,27 = 3,23; p < 0,05), mas mostrar
diferenca na interacdo (F2,27 = 1,93; p > 0,05).

O teste Duncan revelou que enquanto os grupos CCHO salina e MDZ 3,0nmol
demonstraram menor taxa no TLE em comparacdo aos grupos SCHO, o grupo CCHO

MDZ 30,0 teve uma taxa ainda menor que os respectivos salina e MDZ 3,0 (Fig. 11C).
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Figura 11. Efeito do tratamento com salina e midazolam (3,0 e 30,0 nmol) intra-COF sobre o (A) laténcia
de entrada, (B) numero de entradas no lado escuro (ELE), (C) tempo no lado escuro da CCE em
camundongos (CCHO n=5-6; SCHO n=5-6). As colunas representam as médias e o erro padrdo da média
(M+EPM) do ELE da caixa CCE. *P < 0,05 comparado aos respectivos salina e MDZ 3,0nmol, *P < 0,05
comparado aos grupos SCHO (ANOVA de duas vias). CCHO = camundongos que receberam choque nas
patas; SCHO = camundongos que ndo receberam choque nas patas.
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3.3. Insula
3.3.1. Resultados da histologia

A andlise histologica confirmou que 70 camundongos receberam canulacdo
positiva na insula (Fig. 12Ae 12B). 30 animais foram utilizados para investigar a
modulacdo da ansiedade e memdria aversiva pelo modelo de TEPT para camundongos
apos administracdo intra-insula de salina ou CoCls, [Experimento 1 — CCHO: Salina (n =
8) e CoClI2 (n = 8); SCHO: Salina (n = 8) e CoCI2 (n = 6)]. 40 animais foram utilizados
para investigar o efeito do midazolam (3,0 e 30 nmol) intra-insula na modulacdo da
ansiedade e memdria aversiva pelo modelo de TEPT para camundongos [Experimento 2
— CCHO: Salina (n = 9), MDZ 3,0 nmol (n =7) e MDZ 30,0 nmol (n = 8); SCHO: Salina

(n =6), MDZ 3,0 nmol (n =5) e MDZ 30,0 nmol (n = 5)].
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Figura 12A e 12B. Representacdo esquematica dos resultados histologicos de acordo com o Atlas de
Paxinos e Franklin (2004). Os pontos pretos representam os animais que tiveram canulacdo positiva, 0s
pontos em cinza representam aqueles canulados fora da insula.
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Figura 12C. Fotomicrografia de uma sec¢éo coronal de um sujeito representativo, demonstrando os locais
de microinjeg&o intra-insula (setas vermelhas), Bregma 2,21mm. Fonte: prdprio autor (2020).

3.3.2. Experimento 5. Efeito da inibic&o reversivel da insula com cloreto de cobalto
(CoCl2) sobre o aumento da ansiedade induzida pelo modelo de TEPT em
camundongos

As Figuras 13 (A, B e C) mostram o efeito do tratamento com salina e CoCl intra-
insula sobre o comportamento de camundongos expostos ao LCE ap0s passarem pelo
modelo de TEPT.

Quanto a %EBA, a ANOVA de duas vias demonstra que houve significancia nos
fatores condicdo (F126 = 41,31; p < 0,05) e tratamento (F1.26 = 22,57; p < 0,05), mas sem

mostrar diferenca na relagdo condicéo e tratamento (F1,26 = 3,78; p > 0,05).
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O teste Duncan mostrou aumentou na %EBA nos grupos CCHO Salina e CoCl;
em comparacao aos grupos SCHO, sendo que a porcentagem do grupo CCHO CoCl; foi
ainda maior que seu respectivo salina (Fig. 13A). O mesmo padrdo comportamental foi
observado em relacdo & %TBA, s6 que com significancia em todos os fatores (condicao,
F126=55,51, p <0,05; tratamento, F126= 33,51, p < 0,05; interacdo, F1,26=9,74, p <0,05)
(Fig. 13B).

A respeito da taxa de EBF, o teste ANOVA de duas vias mostrou significancia no
fator condicéo (F1,26 = 10,83; p < 0,05), mas sem mostrar diferenca no tratamento (F1,26 =
2,28; p > 0,05) e interacdo (F1.26 = 3,22; p > 0,05) (Fig. 13C).

O teste de Duncan revelou demonstra que houve diminuicdo da taxa de EBF no
grupo CCHO CoCl2 em comparagéo ao respectivo salina e em relagéo aos grupos SCHO.

Porém, ndo houve registro de imobilidade.

Figura 13. Efeito do tratamento com salina e cloreto de cobalto (CoCl,) intra-insula sobre as (A)
porcentagens de entradas (EBA), (B) %TBA, (C) EBF do LCE em camundongos (CCHO n=8-8; SCHO
n=8-6) as colunas representam as médias e o erro padrdo da média (M+EPM) das %EBA nos bragos abertos
do LCE. *P < 0,05 comparado ao respectivo salina, P comparado aos grupos SCHO (ANOVA de duas
vias). CCHO = camundongos que receberam chogue nas patas; SCHO = camundongos que ndo receberam
choque nas patas.
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A Tabela 6 mostra o efeito do tratamento com salina e CoCl: intra-insula sobre os
comportamentos de avaliacdo de risco em camundongos expostos ao LCE ap6s passarem
pelo modelo de TEPT.

A ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos em todos os fatores apenas
em relacdo a porcentagem de esticar protegido (%SAP protegido) [condi¢do (Fi.26 =
46,29; p < 0,05), tratamento (F126 = 24,28; p < 0,05) e interacdo condicédo e tratamento
(F126 = 7,13; p < 0,05)]. J& quanto a porcentagem de mergulho protegido e total de
levantamentos, houve significancia nos fatores condi¢do [%mergulho protegido (F1,26 =
20,55; p < 0,05), total de levantamentos (Fi26 = 15,29; p < 0,05)] e tratamento
[Yomergulhos protegidos (F1.26 = 18,57; p < 0,05), total de levantamentos (F1,26 = 5,38; p
< 0,05)], mas sem mostrar diferenca na interacdo condicdo e tratamento [%omergulhos
protegidos (F1.26 = 1,00; p > 0,05), levantamentos (F1,26 = 1,42; p > 0,05)]. Além disso,
quanto ao total de mergulhos, a ANOVA de duas vias mostrou diferenca nos fatores
condicdo (F1,26 = 6,63; p < 0,05) e interacdo condicdo e tratamento (F126 = 10,05; p <
0,05), mas sem mostrar significancia no tratamento (F1,26 = 3,85; p > 0,05).

O teste Duncan revelou diminuicdo significativa na %SAP protegido, %mergulho
protegido e total de levantamentos nos animais do grupo CCHO tratados com CoCl, em
relacdo ao respectivo salina e aos grupos SCHO. Além disso, o grupo CCHO salina
demonstrou uma taxa menor que o grupo SCHO salina em relacdo a %SAP protegido e
%mergulhos protegidos. Por fim, o grupo SCHO CoCl., demonstrou uma taxa menor de
mergulhos protegidos em relagdo ao respectivo salina.

A ANOVA de duas vias (condicdo e tratamento intra-insula) revelou que nédo
houve efeitos significativos nos comportamentos: %tempo no centro (%TC) [condi¢do
(F1,26=0,01; p>0,05), tratamento (F126 = 1,79; p>0,05), interacdo condicdo e tratamento
(F126 = 3,50; p > 0,05)], total de SAP [condicao (F1.26 = 0,26; p > 0,05), tratamento (Fz,26
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=0,12; p > 0,05) e interacdo condig&o e tratamento (F126 = 1,56; p > 0,05)] e imobilidade

(nulo).

Tabela 6. Efeito do tratamento com salina e cloreto de cobalto (CoCly) intra-COF sobre %Tempo no centro,
o total de esticar (SAP), a % SAP protegido, total de mergulhos, % mergulhos protegidos, total de
levantamentos e total de imobilidade no LCE em camundongos (CCHO n=8-8; SCHO n=8-6). Os valores
representam as médias e o erro padrao da média (M+EPM) dos comportamentos avaliados no LCE. *P <
0,05 comparado ao respectivo salina, *P < 0,05 comparado aos grupos SCHO (ANOVA de duas vias).

Comportamentos Sem Choque Com Choque
Salina CoCl, Salina CoCl,
%Tempo no Centro 17,3£1,7 19,0+2,8 23,6%4,3 13,6%2,3
Total de SAP 39,0+2,0 42,612,6 46,2+2,2 39,6%3,3
%SAP Protegido 92,4+1,7 79,413,6 68,514,4" 24,614,3**
Total de Mergulhos 28,2+3,1 22,6%1,3 25,5+2,0 49,2+4,0%*
%Merg. Protegidos 85,5+2,2 59,9+6,7* 58,1+6,1* 16,9+3,9*#
Levantamentos 17,1+0,8 15,041,2 12,0+1,5 5,3+1,1*"
Imobilidade 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0

3.3.4. Efeito do tratamento com salina e CoCl: intra-insula sobre o comportamento
de camundongos expostos a CCE, apds passarem pelo modelo de TEPT.

As Figuras 14 (A, B, C) mostram o efeito do tratamento com salina e cloreto de
cobalto intra-insula sobre o comportamento de camundongos expostos ao teste na CCE
apos passarem pelo modelo de TEPT.

Quanto a laténcia de entrada no lado escuro da CCE, a ANOVA de duas vezes
mostra que houve significancia na condig¢éo (Fi26 = 19,12; p < 0,05), tratamento (F1,26 =
21,77; p < 0,05) e interacdo condicdo e tratamento (F1,26 = 20,19; p < 0,05) (Fig. 14A).

O teste Duncan revelou aumento significativa na laténcia de entrada no lado
escuro da CCE no grupo CCHO salina em comparagéo aos grupos SCHO, e diminui¢édo

significativa no grupo CCHO CoCl, em relacéo ao respectivo salina.
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Em relacdo a taxa de ELE, a ANOVA de duas vezes mostrou significancia nos
fatores condicdo (F1.26 = 7,74; p < 0,05), tratamento (F1,26 = 10,65; p < 0,05) e interacdo
condig&o e tratamento (F1,26 = 10,33; p < 0,05) (Fig. 14B).

O teste Duncan revelou diminuicdo significativa nas ELE da CCE no grupo
CCHO salina em comparagao aos grupos SCHO, e aumento significativa no grupo CCHO
CoCl2 em relagéo ao respectivo salina.

Em relacdo ao TLE, a ANOVA de dois fatores mostra que houve significancia nos
fatores tratamento (Fi126 = 14,83; p < 0,05) e interacdo condigdo e tratamento (F1.26 =
11,11; p < 0,05), mas sem mostrar diferenca na condicdo (F1.26 = 0,0002; p > 0,05) (Fig.
14C).

O teste Duncan revelou diminuicéo significativa no TLE da CCE no grupo CCHO
salina em comparacdo aos grupos SCHO, e aumento significativa no grupo CCHO CoCl;

em relacdo ao respectivo salina.
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Figura 14. Efeito do tratamento com salina e cloreto de cobalto (CoCl,) intra-COF sobre a (A) laténcia de
entrada no lado escuro, (B) nimero de entradas no lado escuro (ELE), (C) tempo gasto no lado escuro
(TLE) no lado escuro da CCE em camundongos (CCHO n=11-10; SCHO n=5-6). As colunas representam
as médias e o erro padrao da média (M+EPM) da laténcia para entrada no lado escuro da caixa CCE. *P <
0,05 comparado ao respectivo salina, P comparado aos grupos SCHO (ANOVA de duas vias). CCHO =
camundongos que receberam choque nas patas; SCHO = camundongos que ndo receberam choque nas
patas.
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3.3.5. Experimento 6. Efeito do tratamento com midazolam na insula sobre o
aumento da ansiedade induzida pelo modelo de TEPT em camundongos.

As Figuras 15 (A, B e C) mostram o efeito do tratamento com salina e midazolam
(3,0 e 30,0 nmol) intra-insula sobre 0 comportamento de camundongos expostos ao LCE
apos passarem pelo modelo de TEPT.

Quanto a %EBA, a ANOVA de duas vias mostrou gue houve significancia nos
fatores condicao (F2,32 = 43,96; p < 0,05), tratamento (F2,34 = 30,39; p < 0,05) e interacdo
condigdo e tratamento (F2,32 = 5,19; p < 0,05) (Fig. 15A).

O teste Duncan revelou que houve aumento significativo da %EBA no grupo
CCHO MDZ 30,0nmol em comparacao aos respectivos salina e MDZ 3,0 e em relacédo
aos grupos SCHO. Também houve aumento da %EBA no grupo CCHO MDZ 3,0nmol
em comparacao ao respectivo salina e em relacdo aos grupos SCHO. Além disso, o grupo
SCHO MDZ 30,0nmol mostrou aumento da %EBA em comparagdo aos respectivos
salina e MDZ 3,0nmol (Fig. 15A). Algo similar ocorreu quanto a %TBA, s6 que, nesse
caso, ambos os grupos SCHO MDZ 3,0 e 30,0nmol tiveram aumento significativo em
relagéo ao respectivo grupo salina [condicdo (F2.34= 96,47; p < 0,05), tratamento, F2,34 =

66,95; < 0,05), interacdo condicdo e tratamento (F2,34 = 28,07; p < 0,05)] (Fig. 15B).
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J& a respeito do EBF, a ANOVA de duas vias mostrou significancia nos fatores
condicéo (F234 = 7,25; p < 0,05) e tratamento (F2,3s = 4,76; p < 0,05), mas sem mostrar
diferenca na interacdo (F2,3s = 0,63; p > 0,05) (Fig. 15C).

O teste Duncan revelou que houve diminuigéo significativa na entrada dos bragos
fechados (EBF) no grupo CCHO MDZ 30,0 em comparacdo aos respectivos salina e
MDZ 3,0nmol e em relacdo aos grupos SCHO. No entanto, ndo houve registro de

imobilidade.

Figura 15. Efeito do tratamento com salina e midazolam (MDZ, 3,0 e 30 nmol) intra-insula, sobre as (A)
porcentagens de entradas (%EBA), (B) porcentagens de entradas (%EBA), (C) entradas nos bragos
fechados (EBF) do LCE em camundongos (CCHO n=7-9; SCHO n=5-6). As colunas representam as médias
e o erro padrdo da média (M+EPM) da %EBA do LCE. *P < 0,05 comparado ao respectivo salina, P <
0,05 comparado aos grupos SCHO, 4P < 0,05 comparado ao respectivo MDZ 3,0nmol (ANOVA de duas
vias). CCHO = camundongos que receberam choque nas patas; SCHO = camundongos que ndo receberam
choque nas patas.

100 -

*H8&
A o
=
£ 80
©
3
#
& 60 - %
.S OSalina
@ &
MDZ
c 40 A (] 3,0
o mMDZ 30,0
T |
£ 2 L
c
wl T
X
0 .
SCHO CCHO

68



100 -

B *

9 H&
Y 80 -
0

©

[7,]

*

S 60 |

© # OSalina
0

v i EMDZ 3,0
2 40 -

[ o *

o B MDZ 30,0
£
@ 20 A T
N3 T

0 .
SCHO CCHO
10 -
3
C = T T

2 8 T

(8]

Q

3 6 -

§ T OSalina
] *

8 4 - H& @ MDZ 3,0
c

@ B MDZ 30,0
° 2 4

o

)

[=

w 0 J

SCHO CCHO

A Tabela 7 mostra o efeito do tratamento com salina, MDZ 3,0nmol e MDZ
30,0nmol intra-insula sobre os comportamentos de avaliacdo de risco em camundongos
expostos ao LCE apds passarem pelo modelo de TEPT.

A ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos em todos os fatores apenas
em relacdo a porcentagem de esticar protegido (%SAP protegido) [condi¢do (F234 =
47,94; p < 0,05), tratamento (F2,32 = 23,47; p < 0,05) e interacdo condicdo e tratamento
(F234 = 16,67; p < 0,05)], %mergulhos protegidos [condi¢do (F234 = 39,92; p < 0,05),
tratamento (F2,34 = 25,88; p < 0,05) e interagdo condicao e tratamento (F2,3s = 11,80; p <
0,05)] e total de mergulhos [condigéo (F234 = 18,88; p < 0,05), tratamento (F2,34 = 11,39;

p < 0,05) e interacdo condicéo e tratamento (F234 = 3,44; p < 0,05)].
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J& quanto a porcentagem de tempo no centro (%TC), houve significancia na
interacdo condigédo e tratamento (Fz234 = 8,51; p < 0,05), sem mostrar diferenga na
condicéo (F2;34 = 0,25; p > 0,05) e tratamento (F2,3s = 0,25; p > 0,10). Em respeito ao total
de SAP, a ANOVA de duas vias mostrou significancia no tratamento (F2,3s = 6,98; p <
0,05), mas sem mostrar diferenga na condicéo (F2,3s = 2,37; p > 0,05) e interacdo condicio
e tratamento (F234 = 3,18; p > 0,05). Por sua vez, no total de levantamentos s6 houve
significancia na condicao (F2,3s = 4,30; p < 0,05), ndo havendo diferenga no tratamento
(F2,34 = 1,67; p > 0,05) e interacdo condicdo e tratamento (F2,34 = 0,20; p > 0,05).

O teste Duncan revelou que o grupo CCHO MDZ 30,0nmol apresentou: 1)
diminuicdo significativa na %tempo no centro em comparacdo ao respectivo salina; 2)
diminuicdo no total de SAP em comparacao aos respectivos salina e MDZ 3,0nmol; 3)
diminuicdo na %SAP protegido e %mergulhos protegidos em comparagao aos respectivos
salina e MDZ 3,0nmol, e em relacdo aos grupos SCHO; 4) diminui¢cdo no total de
levantamentos em relacdo aos grupos SCHO; e 5) aumento significativo no total de
mergulhos em comparagdo aos respectivos salina e MDZ 3,0nmol, e em relacdo aos
grupos SCHO.

Ja o grupo CCHO MDZ 3,0nmol apresentou diminuicdo significativa na %SAP
protegido e %mergulhos protegidos em comparacdo ao respectivo salina, e em relacdo
aos grupos SCHO. Além disso, apresentou aumento significativo no total de mergulhos
em comparacédo ao respectivo salina, e em relagdo aos grupos SCHO.

Quanto a %TC, o grupo CCHO salina apresentou aumento em rela¢do aos grupos
SCHO, e o grupo SCHO MDZ 30,0 apresentou aumento em comparagao ao respectivo

salina.
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Tabela 7. Efeito do tratamento com salina e midazolam (MDZ) intra-COF sobre %Tempo no centro, o total
de esticar (SAP), a % SAP protegido, total de mergulhos, % mergulhos protegidos, total de levantamentos
e total de imobilidade no LCE em camundongos (CCHO n=7-9; SCHO n=5-6). Os valores representam as
médias e o0 erro padrdo da média (M+EPM) dos comportamentos avaliados no LCE. *P < 0,05 comparado
ao respectivo salina, P < 0,05 comparado aos grupos SCHO, &P < 0,05 comparado ao respectivo MDZ
3,0nmol (ANOVA de duas vias).

Comportamentos Sem Choque Com Choque

Salina MDZ 3,0 MDzZ 30,0 Salina MDZ 3,0 MDzZ 30,0
%Tempo no Centro 14,9+4,5 19,9+2,3 34,747,0* 30,916,1" 21,742,2 10,6+1,7*
Total de SAP 33,842,4 31,610,7 29,041,1 46,5+2,5" 40,1+2,3 22,7+3,1*&
%SAP Protegido 90,742,2 84,242,8 85,313,7 89,142,2 51,045,1** 24,3+4,3*4&
Total de Mergulhos 24,5+3,1 26,8+2,7 34,841,8 28,7+2,3 45,213, 3** 63,8+3,3*#&
%Merg. Protegidos 86,04,1 77,3%4,4 71,8+2,1 80,643,5 51,045,1** 8,5+1,0*#&
Levantamentos 10,5+0,8 11,8+1,6 8,4+0,9 8,610,9 7,7+1,1 5,2+0,8"
Imobilidade 0,0+0,0 0,00,0 0,0+0,0 0,00,0 0,00,0 0,00,0

3.3.6. Efeito do tratamento com salina e midazolam (3,0 e 30,0 nmol) intra-insula
sobre o comportamento de camundongos expostos a CCE, apds passarem pelo
modelo de TEPT.

As Figura 16 (A, B e C) mostram o efeito do tratamento com salina e midazolam
(3,0 e 30,0 nmol) intra-insula sobre 0 comportamento de camundongos expostos ao teste
na CCE apds passarem pelo modelo de TEPT.

Quanto a laténcia de entrada no lado escuro, a ANOVA de duas vias mostrou
significancia para os fatores condicao (F234 = 42,59, p < 0,05), tratamento (F2,34 = 41,62
p < 0,05) e interacdo condigdo e tratamento (F234 = 37,52 p < 0,05) (Fig. 16A).

O teste Duncan revelou diminuicdo significativa da laténcia nos grupos CCHO
MDZ 3,0 e 30,0nmol em comparacao ao respectivo salina. Por outro lado, o grupo CCHO
salina apresentou aumento significativo da laténcia em relacdo aos grupos SCHO.

A respeito da taxa de ELE, a ANOVA de duas vias mostra que houve significancia
para os fatores condicdo (F2,34 = 52,68; p < 0,05), tratamento (F234 = 9,38; p < 0,05) e

interacdo condicdo e tratamento (F2,34 = 16,03; p < 0,05) (Fig. 16B).
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O teste Duncan revelou que houve aumento significativo na taxa de ELE nos
grupos CCHO MDZ 3,0 e 30,0nmol em comparagéo ao respectivo salina, de modo que o
grupo CCHO MDZ 30,0 demonstrou um aumento ainda maior em comparacdo ao
respectivo MDZ 3,0nmol. Além disso, o grupo CCHO salina apresentou queda
significativa na taxa de ELE em relacdo aos grupos SCHO.

Ja em relacdo ao TLE, a ANOVA de duas vias mostrou que houve significancia
nos fatores condicdo (F234 = 21,79, p < 0,05), tratamento (F234 = 15,01; p < 0,05) e
interacéo condicéo e tratamento (F2,34 = 23,44; p < 0,05) (Fig. 16C).

O teste Duncan revelou aumento significativo do TLE nos grupos CCHO MDZ
3,0 e 30,0nmol em relacdo ao respectivo salina. Por sua vez, o grupo CCHO salina

apresentou diminuicao significativa no TLE em relacdo aos grupos SCHO.
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Figura 16. Efeito do tratamento com salina e midazolam (3,0 e 30,0 nmol) intra-insula sobre a (A) laténcia
de entrada, (B) nimero de entradas no lado escuro (ELE), (C) tempo no lado escuro (ELE) da CCE em
camundongos (CCHO n=7-9; SCHO n=5-6). As colunas representam as médias e o erro padrdo da média
(M+EPM) do ELE da caixa CCE. *P < 0,05 comparado ao respectivo salina. #P < 0,05 comparado aos
grupos SCHO (ANOVA de duas vias). CCHO = camundongos que receberam choque nas patas; SCHO =
camundongos que ndo receberam choque nas patas.
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4. DISCUSSAO

4.1. Analise geral dos resultados

Os nossos resultados demonstraram que a aplicacdo de CoCl2 intra-CCA/Cg2 nos
animais SCHO e CCHO aumentou a porcentagem do nimero de entradas (%EBA) e do
tempo gasto nos bragos abertos (% TBA), além de ter diminuido os comportamentos de
avaliacdo de risco (%Tempo no centro, %SAP protegido e %Mergulho protegido) e o
namero de entradas nos bracos fechados (EBF) do labirinto em cruz elevado (LCE). Além
disso, a aplicacdo de CoCl2 intra-CCA/Cg2 nos animais CCHO aumentou o nimero de
entradas e o tempo de permanéncia no lado escuro da caixa claro-escuro (CCE), e
diminuiu a laténcia de entrada para o lado escuro da caixa (Experimento 1). O midazolam
(MDZ, 3,0 e 30,0 nmol) intra-CCA/Cg2 ndo alterou as medidas de avaliagéo de ansiedade
e de imobilidade no LCE, nos dois grupos, SCHO e CCHO. Entretanto, na CCE,
midazolam na dose de 30,0 nmol, aumentou o nimero de entradas e o tempo de
permanéncia no lado escuro da caixa. O midazolam produziu efeitos opostos para a
laténcia de entrada para o lado escuro da caixa, enquanto a menor dose aumentou, a maior
dose diminuiu a avali¢do deste comportamento na CCE. Cabe salientar que o grupo salina
CCHO, apresentou aumento dos comportamentos relacionados a lembranca do evento
aversivo (choque nas patas), 34 dias antes da reexposicdo a CCE, quando comparado ao
grupo SCHO (Experimento 2).

A aplicacéo de CoCl; intra-COF aumentou %EBA e a %TBA nos bragos abertos,
e diminuiu os comportamentos de avaliacdo de risco (%SAP protegido e %Mergulho
protegido), sem alterar a atividade locomotora (EBF) no labirinto em cruz elevado (LCE),
somente no grupo CCHO. O tratamento om CoCl; intra-COF induziu diminui¢do na

laténcia para entrada no lado escuro da caixa, aumentou o numero de entradas (ELE) e o
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tempo de permanéncia (TLE) no lado escuro da CCE nos camundongos expostos ao
estimulo aversivo (CCHO) e avaliados na caixa claro-escuro (CCE) (Experimento 3). O
tratamento com as duas doses de midazolam (3,0 e 30,0 nmol) intra-COF, aumentou a
exploragdo nos bragos abertos (%EBA e %TBA) do labirinto e intensificou os
comportamentos relacionados a memoria aversiva (aumentou a laténcia, diminuiu ELE e
0 TLE) no grupo CCHO, em relacdo aos respectivos salina e MDZ 3,0 nmol. Cabe
salientar que o grupo salina CCHO, apresentou aumento dos comportamentos
relacionados a lembranca do evento aversivo (chogue nas patas), 34 dias antes da
reexposi¢do a CCE, quando comparado ao grupo SCHO (Experimento 4).

No Experimento 5, a aplicacao intra-insula de CoCl, aumentou a exploracao dos
abertos do LCE (%EBA e %TBA), e diminuiu as entradas nos bracos fechados, sem
alterar a imobilidade no grupo CCHO, comparado ao respectivo salina SCHO. A inibi¢do
reversivel com CoCly intra-insula diminuiu a laténcia de entrada e aumentou a exploragao
do lado escuro no grupo CCHO em comparacdo ao respectivo salina. A exploracao do
lado escuro da CCE no grupo CCHO salina foi significativa menor em comparacao aos
grupos SCHO. O tratamento com as duas doses de midazolam (3,0 e 30 nmol) intra-insula
induziu aumento da exploracédo dos bracos abertos do LCE (%EBA e %TBA) no CCHO.
O efeito ansiolitico ndo foi observado apenas no grupo com choque, a dose de 30 nmol
produziu aumento da %EBA, e as duas doses (3,0 e 30 nmol) produziram aumento da
%TBA no grupo que ndo recebeu choque (SCHO). Os efeitos ansioliticos foram
observados sem alteracdo da atividade locomotora (EBF), nos dois grupos, SCHO e
CCHO. O tratamento com as duas doses de midazolam (3,0 e 30,0) intra-insula,
diminuiram a laténcia para entrada no lado escuro, aumentaram as ELE e o TLE no grupo
CCHO, sem alterar os comportamentos no grupo SCHO. Cabe salientar que o grupo
salina CCHO, apresentou aumento dos comportamentos relacionados a lembranga do
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evento aversivo (choque nas patas), 34 dias antes da reexposi¢do a CCE, quando
comparado ao grupo SCHO (Experimento 6).

Em relagdo ao modelo apresentado, os nossos resultados atenderam parcialmente
as hipoteses formuladas. Desta forma, foi possivel demonstrar que apés 34 dias da
exposicdo ao evento aversivo (choque nas patas), os camundongos ainda apresentam
apresentando lembranca do estimulo, evitando entrar no lado escuro da CCE. Este efeito
do modelo foi registrado apds a aplicacdo de salina nas trés estruturas investigadas, intra-
CCA, Intra-COF e intra-insula. Este resultado confirma os efeitos observados
anteriormente com administracéo sistémica de salina (Costa & Canto-de-Souza, 2008) e
sem administracdo de substancias (Blanco, Souza, Canto-de-Souza, 2017) em
camundongos machos.

A inibicdo reversiva dos canais de calcio com CoClI2 intra-CCA, intra-COF e
intra-insula, demonstrou que as estruturas participam da modulacio das respostas
aversivas, no caso especifico em relacdo ao estimulo apresentado (choque nas patas),
avaliado em um aparato diferente daquele em que o camundongo recebeu o choque, no
caso o labirinto em cruz elevado e na CCE. No modelo utilizado, esses resultados tipo
ansioliticos, sdo inéditos. Desta forma, consideramos que nossa hipétese foi confirmada.

A nossa hipltese € que a inibicdo reversivel dos neurotransmissores que
dependem do armazenamento em vesiculas, esta envolvida na modulacédo das respostas e
mem@rias aversivas, e que uma dessas neurotransmissdes é a GABAérgica. Os nossos
resultados demonstraram que a ativacdo dos receptores GABAA intra-CCA,
intensificaram a memdria aversiva (CCE). Outras neurotransmissdes, provavelmente
devem estar participando da modulacéo dos estimulos aversivos no CCA. Entretanto, a

ativacdo GABAEérgica intra-COF e intra-insula, reverteu o efeito aversivo do choque nos
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camundongos expostos aos dois aparatos, LCE e CCE. Portanto, nossa hipétese foi
parcialmente confirmada.

Porém, antes mesmo de levantarmos novas hipdteses, cabe aqui analisar os dados
de cada uma das trés estruturas por nos investigadas.

4.2.  Cortex Cingulado Anterior (CCA)

Quantos aos resultados sobre comportamentos do tipo ansiedade no LCE, nossos
dados sobre o CCA corroboram com estudos com humanos que observaram ativacdo
significativa (aumento do fluxo sanguineo) da regido dorsal dessa estrutura em diferentes
estados de ansiedade. Robinson et al. (2014), por exemplo, observaram que pacientes
diagnosticados com transtorno de ansiedade generalizada e/ou ansiedade social (nédo
medicados), durante a realizacdo de uma tarefa de classificacao facial (faces felizes vs
com medo), demonstraram atividade significativa no cértex cingulado anterior dorsal
positivamente associada com significativa ativacdo amigdalar durante a apresentacéo de
faces com medo. O que vai ao encontro das proposi¢des de Vogt (2005) e Milad et al.
(2007, 2009) de que o CCA dorsal é ativado por estimulos que induzem medo.

Ja quanto a roedores, Tanaka et al. (2019) a partir de um protocolo de TEPT com
camundongos consistindo em uma unica sessdo de choques (1,5mA x 2s x 8 vezes)
seguido de 2 a 4 situacdes de lembranca semanais, observaram que os animais, 2 semanas
apos condicionamento, demonstraram comportamentos do tipo ansiedade no LCE e
resposta exagerada de sobressalto ap6s 4 semanas, o que foi correlacionado com crescente
desregulacao génica no CCA. Desse modo, é possivel que a inibi¢do da atividade do Cg2
de camundongos tenha diminuido significativamente a avaliagdo de risco e de
processamento de estimulacdo aversiva, 0 que explicaria, por exemplo, o aumento
significativo da exploracdo dos bracos abertos em detrimento do nimero de entradas e de
tempo de exploragdo nos bragos fechados. Cabe ressaltar que apesar dos resultados
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mostrarem diminuicdo das entradas nos bragos fechados do LCE, este efeito néo foi
devido ao aumento de imobilidade porque ndo houve alteragdo significativa nesse
comportamento.

Por outro lado, a administracdo de midazolam (MDZ) tanto no CCA néo
demonstrou efeito significativo nos comportamentos do tipo ansiedade no LCE. A
respeito do CCA, isso pode ser devido ao fato de que as neurotransmissdes GABAAa-
benzodiazepinicas no Cg2 dependam de informacdo mnemonica prévia. Como observado
por Albrechet-Souza, Borelli, Carvalho e Branddo (2009), ratos que receberam injecao
intraperitoneal de midazolam previamente a primeira exposicdo ao LCE, apresentaram
aumento da exploracdo dos bragos abertos, resultado que foi correlacionado com a
diminuicdo significativa de Fos apenas na area Cgl do CCA. Entretanto, quando aplicado
previamente ao reteste no LCE, houve diminuicdo significativa da expressdo de Fos no
Cg2 juntamente com outras estruturas, incluindo o Cgl. Desse modo, é possivel que as
neurotransmissfes GABAAa-benzodiazepinicas no Cg2 tenham um papel relacionado a
memoria.

Indo nessa direcdo, nossos resultados obtidos nos testes na CCE mostraram que a
administracdo de CoCl> intra-CCA resultou em efeito do tipo ansiolitico, ou seja,
aumentou a exploracdo do lado escuro que, anteriormente, tinha sido associado com
choque nas patas.

Estudos com humanos tém mostrado que o CCA dorsal estd positivamente
correlacionado com diferenca na resposta galvanica da pele diante a estimulos aversivos
(Milad et al., 2007). Resultado semelhante de ativagdo do CCA dorsal foi observado em
pacientes com transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT) quando comparados com
participantes que passaram por evento traumatico sem desenvolverem TEPT. Nesse
estudo, foi observado que em pessoas com TEPT a ativacdo do CCA dorsal se manteve
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diante a apresentacédo do estimulo aversivamente condicionado (CS+) mesmo apds passar
por extingdo (Milad et al., 2009). Indo na mesma diregéo, Straube et al. (2009), utilizando
um protocolo com diferentes intensidades de choque nos dedos das maos, observaram
que os participantes demonstravam maior ativacdo do CCA dorsal para estimulos da
categoria “dor forte, mas toleravel”, demonstrando a possibilidade de que a dindmica
neural do CCA depende do valor de ameaca do estimulo.

Dados similares também foram encontrados com primatas ndo-humanos. Klavir,
Genud-Gabai e Paz (2012), a partir de um estudo em que estimulos visuais e auditivos
(CS+) foram condicionados com sofro de ar nos olhos em Macaca fascicularis,
propuseram que o CCA dorsal desses animais é uma das estruturas responsaveis pelo
armazenamento e expressdo da memoria aversiva para ambos CS+.

Ja quanto aos experimentos com roedores, nossos dados na CCE corroboram com
importantes achados sobre o papel do CCA na modulacdo da memdria aversiva.
Frankland, Bontempi, Talton, Kaczmarek e Silva (2004), a partir de um protocolo
baseado em trés choques ndo sinalizados nas patas de camundongos, onde 0s animais
foram reexpostos ao contexto condicionado 1, 3, 18 ou 36 dias ap0s o treino, observaram
que os animais com a-proteina quinase dependente de célcio/calmodulina IT mutante (o-
CaMKII"™*) demonstraram queda significativa na expressdo de c-Fos no CCA, o que
resultou no déficit da retencdo da memoria aversiva ligada ao contexto nesses animais.
Além disso, foi observado aumento significativo da expressdo de Zif268 no CCA dos
camundongos apos o teste remoto (18 ou 36 dias apds o condicionamento), e, uma vez
que essa proteina tem sido associada a ativagdo neural relacionada a neuroplasticidade
(Knapska e Kaczmarek, 2004), a expressédo de Zif268 no CCA pode estar associada com
0 armazenamento de memoria aversiva de longo prazo. Para reforgar os resultados
observados, os pesquisadores realizaram inativagdo do CCA dos animais com lidocaina
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antes das reexposi¢cdes. Os resultados mostraram que a inativacdo do CCA sé foi
significativa apenas 18 e 36 dias apds o condicionamento, sugerindo, juntamente com 0s
demais dados, um papel significativo do CCA na memoria aversiva de longo prazo
(remota).

Além disso, Bian et al. (2019) observaram um papel significativo do CCA também
na generalizacdo da memoria de medo a contextos distintos, porém semelhantes com o
contexto previamente condicionado. Uma vez que sobregeneralizacdo € um dos sintomas
caracteristicos do TEPT, os experimentadores submeteram camundongos ao
condicionamento aversivo com choque nas patas em uma caixa de condicionamento
comum (com som branco tocando durante o condicionamento) no primeiro dia do teste
(caixa-treino). No dia 1 ou 14 ap0s o treino, os camundongos foram expostos na caixa-
treino ou em uma caixa idéntica a do treino mas modificada (caixa-nova), apresentando
algumas caracteristicas sensoriais distintas tais como, sem som, com furos em uma das
paredes e o assoalho plano pintado de marrom, substituindo as grades de choque, onde a
taxa de imobilidade foi mensurada. Os resultados mostraram que a taxa de imobilidade
no 1° dia (ap6s o treino) s6 foi efetiva na caixa-treino. Porém, no 14° dia ndo houve
diferenca significativa entre a taxa de imobilidade observada na caixa-nova quando
comparada a caixa-treino. Além disso, em correlacdio com essa modulacdo
comportamental de longo prazo, os autores observaram aumento da expressdo de c-Fos
no CCA de camundongos expostos a caixa-nova, mas somente no 14° dia apés o treino.
Ap0s 0 uso de técnicas optogenéticas, também foi confirmado que a inativacdo do CCA
impediu a expressao de medo generalizado.

Desse modo, levando em consideracdo os resultados apresentados acima, €
possivel sugerir que o papel do CCA/Cg2 esteja relacionado a modulagcdo do
comportamento com base em informagdo mnemaénica de longo prazo. Isso pode inclusive
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explicar por que a inibicdo do CCA/Cg2 com o CoCl; e o midazolam 30,0 nmol

produziram reversdo da memdria aversiva de longo prazo avaliada na CCE.

4.3. Cortex orbitofrontal (COF)

Nossos dados sobre a exploracdo do LCE apds a aplicacdo de CoCl, de MDZ
intra-COF estdo de acordo com outros trabalhos sobre lesGes em primatas ndo-humanos
e roedores. Tanto lzquierdo et al. (2004) quanto Khalin et al. (2007) observaram que
lesbes no COF de macacos Rhesus diminuiram significativamente a reacdo de medo inato
por cobras. Além disso, Morgan e LeDoux (1999), através de lesdo eletrolitica bilateral
no COF de ratos Sprague-Dawley machos, observaram que, apds condicionamento
aversivo por contexto (choque de 0,5 mA por 500 ms), os animais lesionados
apresentaram diminuicdo significativa da imobilidade em comparacdo ao controle no
segundo e terceiro dias apds o condicionamento. Da mesma forma, Costanzi et al. (2014)
observaram que camundongos C57BL/6N machos que sofreram lesdo bilateral com acido
iboténico no COF lateral, ap6s passarem por um modelo de TEPT (choque de 0,7 mA ou
1,5 mA por 2 s), apresentaram diminuicdo de imobilidade na expressdo de medo
condicionado ao contexto e aumento da exploracdo dos bracos abertos do LCE. Efeito
ansiolitico semelhante foi observado em ratos avaliados no LCE com lesdo induzida por
acido iboténico injetado no cortex pré-frontal medial, incluindo COF (Shah & Treit,
2003).

J& a respeito da CCE, nossos dados sobre a aplicacdo de CoCl> corrobora com
outros estudo que indicam participacdo do COF na expressao da memoria aversiva. Além
dos dados sobre expressdo de medo ja& mencionados acima, pacientes com TEPT tém
demonstrado menor volume da matéria cinzenta no COF (Kunimatsu et al., 2019). Chang,
Liu e Chang (2018), a partir de um protocolo de ativacdo dos receptores N-metil-D-
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aspartato (NMDA) no COF lateral de ratos, observaram que tal ativacdo antes do
aprendizado da extin¢do dificultou a codificacdo da extingdo resultado em respostas
sobreaversivas. Assim sendo, é possivel que a inativacdo dessa regido com CoCl» tenha
impedido a ativacdo dos receptores NMDA no dia do teste (exposi¢cdo ao contexto
aversivo).

Ja quanto a aplicacdo de MDZ intra-COF evidenciou um resultado que néo
esperavamos, ou seja, enquanto a dose de 3,0nmol no grupo CCHO néo tenha resultado
em comportamentos distintos do respectivo grupo salina, a dose de 30,0nmol intensificou
a reacdo aversiva nos animais deste grupo. Recentemente, Vogt e colaboradores (2021)
publicaram um estudo em humanos onde detectaram que a aplicacdo de quetamina, que
também é um agonista benzodiazepinico-GABAA (Irifune et al., 2000), antes de uma
tarefa cognitiva ligada a resposta a estimulos aversivos, aumentou o nivel de
processamento cognitivo no cortex orbitofrontal. Dessa forma, é possivel que a aplicacdo
de MDZ na dose de 30,0nmol no COF, durante o0 modelo de TEPT por nos utilizado,

aumente a aversdo ligada a tomada de decisao.

4.4. Insula

Ja quanto a insula, aqui é importante destacar que, mais recentemente, esta
estrutura tem sido associada ao que é chamado de predi¢cdes interoceptivas ao invés de
processamento emocional em si (Barrett & Simmons, 2015; Quigley et al., 2021; Fermin
etal., 2022, 2023), uma vez que foi demonstrado que, mesmo diante de lesdo bilateral da
insula, ainda persiste o processamento emocional e sensagao de “eu” (self) em humanos
(Damasio, Damasio & Tranel, 2013). Ou seja, de acordo com 0s novos modelos tedricos,
a insula esta associada no processamento de predi¢Ges sobre as reagdes interoceptivas
associadas a determinados contextos e situa¢cdes em que o individuo se encontra ou iré se
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encontrar. Dessa forma, o fato de a inativacdo da insula estar associada com
comportamentos do tipo ansiolitico em roedores (Méndez-Ruette et al., 2019; Benassi-
Cezar et al., 2021), pode ser que, na verdade, essa inativacdo esteja associada com o
blogueio de predicGes interoceptivas na insula, aumentando, assim, a exploracdo dos
bragos abertos do LCE, assim como nos nossos dados acima.

Por exemplo, o0 estudo de Méndez-Ruette e colaboradores (2019) observaram que,
embora a aplicacdo de bicuculina (um antagonista GABAA) diminuiu a exploracdo dos
bracos abertos em ratos Sprague-Dawley, a inativacdo dessa estrutura com CNQX (um
antagonista AMPA glutamatérgico) apresentou efeito contrario, aumentando a
exploracdo dos bracos abertos do LCE. E, indo na mesma direcdo, o estudo de Benassi-
Cesar, Carmona, Baptista-de-Souza, Nunes-de-Souza e Canto-de-Souza (2021) mostrou
que a aplicacdo de CoCl intra-insula aumentou a exploragdo dos bragos abertos no LCE
em animais que conviveram com parceiros em dor cronica. Resultado que foi replicado
no nosso estudo.

Por sua vez, nossos dados da CCE vao ao encontro de outros estudos sobre a
participacdo da insula na modulacdo da memdria aversiva em animais nao-humanos (ou,
de acordo com os novos modelos tedricos, predicdes interoceptivas ligadas a situacdes
condicionadas aversivamente). Por exemplo, Foilb, Flyer-Adams, Maier e Christianson
(2016) observaram que a aplicacdo de muscimol (agonista GABAAa) diminuiu
significativamente o congelamento em ratos Sprague-Dawley que passaram por
pareamento aversivo (som + choque). Resultado semelhante foi observado por Rodriguez
e colaboradores (2020) utilizando ratos Sprague-Dawley expostos ao condicionamento
por odor de predador (gatos). E, ainda mais proximo do nosso estudo, foi demonstrado
que camundongos que passaram por exposicao Unica de restricdo (2h) e nado forcado (20
min) (modelo de TEPT) e, que posteriormente passaram por pareamento aversivo de som
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com choque, foi observado, através de optogenética, que a insula anterior (que foi a area
estudada por nds acima) é a maior fonte de projecGes para a amigdala no processamento
de comportamento aversivamente condicionado em comparacao a insula posterior (Shi,

Feng, Wei & Zhou, 2020).

4.5.  LimitacOes e perspectivas futuras

Dessa forma, como descrito acima, confirmamos que a inibicdo ndo seletiva
dessas estruturas induziu a comportamentos do tipo ansiolitico nas estruturas-alvo. A
neurotransmissdo GABAérgica do COF e da insula participam do controle emocional
associado a resposta aversiva investigada. Entretanto, a auséncia de efeito no CCA, sugere
que outras neurotransmissdes, além da GABAGérgica, estejam envolvidas na modulagéo
desses comportamentos. Investigar outras neurotransmissGes que possam participar
dessas respostas, & uma das possibilidades evidenciadas com este trabalho.

Portanto, em estudos futuros seria interessante investigar quais as projecdes
neurais dessas estruturas (COF e Insula) a partir de optogenética ou técnicas similares,
assim como feito por Foilb, Flyer-Adams, Maier e Christianson (2016), que observaram
maior concentracdo de projecdes da insula anterior para a amigdala em camundongos
expostos a um modelo de TEPT.

Ja sobre o quadro clinico do TEPT, a intrusdo € a principal carateristica que fez
com que esse disturbio tenha ganhado uma categoria propria no DSM5. No entanto, isso
ndo é algo passivel de investigacdo em roedores, por envolver relato de experiéncia
subjetiva. Talvez, uma forma de contornar esse problema possa ser solucionado,
selecionando camundongos mais sensiveis a eventos aversivos, sendo mais compativeis
com o TEPT humano, onde apenas cerca de 3-5% da populacdo desenvolve essa doenca.
Dessa forma, estudos que selecionam apenas roedores que demonstram comportamento
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“sobreaversivo” e com efeitos comportamentais por mais tempo, teriam, assim, grupos
de sujeitos mais proximo da realidade clinica humana. Logicamente, nessas condic@es, 0
namero de roedores utilizados nas investigacdes deve ser maior, e, portanto, o estudo teria
de delimitar o nimero de estruturas e neurotransmissdes investigadas.

Além disso, serd interessante que outras pesquisas investiguem as diferentes fases
da memoria que possam estar envolvidas no TEPT. Por exemplo, avaliar as etapas de
codificacdo, com aplicacdo de farmacos antes da primeira exposicdo a CCE, ou mesmo
em relacdo a consolidacdo, com aplicacdo de farmacos logo ap0s a exposi¢do ao choque.
Estudos que podem complementar os resultados obtidos com este trabalho.

De modo geral, é possivel que os dados aqui apresentados deem origem a novos
estudos de forma que se possa compreender melhor a neurobiologia e as

neurotransmissoes envolvidas no TEPT.
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5. CONCLUSAO

O nosso trabalho mostrou que o modelo utilizado de TEPT, apresentou resultados
interessantes, demostrando que o estimulo aversivo (choque nas patas) promove aumento
de ansiedade, principalmente em camundongos expostos na CCE.

A aplicagéo de CoCl> nas trés estruturas, CCA, COF e insula, induziu efeitos do
tipo ansioliticos em camundongos avaliados no LCE e na CCE.

O tratamento com midazolam intra-insula, produziu efeitos do tipo ansiolitico nos
dois aparatos utilizados (LCE e CCE). A aplicacdo intra-COF, produziu efeito do tipo
ansiogénico nos camundongos avaliados na CCE. Entretanto, ndo alterou o0s
comportamentos avaliados no LCE apés aplicacdo intra-CCA.

Portanto, os dados confirmam a importancia do CCA, COF e insula (areas
corticais) na participacdo da modulacdo das respostas comportamentais do tipo ansiedade
e memoria aversiva de longo prazo a partir de um modelo de TEPT para camundongos.

A neurotransmissdo GABAérgica do COF e da Insula participam do controle
emocional associado a resposta aversiva investigada. Entretanto, a auséncia de efeito no
CCA, sugere que outras neurotransmissoes, além da GABAEérgica, estejam envolvidas na

modulacdo desses comportamentos.
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